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Οι βιοκλίνες αποτελούν απλά συστήματα που κατασκευάστηκαν ώστε να 
ελαχιστοποιηθεί ο κίνδυνος ρύπανσης των φυσικών υδάτινων πόρων από γεωργικά 
φάρμακα που προέρχονται από σημειακές πηγές. Η αποτελεσματικότητα τους στην 
αποδόμηση των γεωργικών φαρμάκων οφείλεται στην υψηλή καταβολική 
ικανότητα των μικροοργανισμών του βιομίγματος. Παρόλα αυτά, λίγα είναι γνωστά 
για τις αλληλεπιδράσεις μεταξύ της μικροχλωρίδας του βιομίγματος και των 
γεωργικών φάρμακων που καταλήγουν σε αυτές. Έτσι η παρούσα εργασία είχε ως 
στόχο την μελέτη του πληθυσμού των βακτηρίων σε συστήματα πιλοτικών 
βιοκλινών που χρησιμοποιούνται για την επεξεργασία αποβλήτων από 
συσκευαστήρια φρούτων τα οποία περιέχουν μυκητοκτόνα όπως το ortho- 
phenylphenol (OPP), το thiabendazole (TBZ), το diphenylamine (DPA) και το imazalil 
(IMZ). Η εκτίμηση του βακτηριακού πληθυσμού στα δείγματα από τις βιοκλίνες που 
συλλέχθηκαν πριν την έναρξη λειτουργίας τους και με την ολοκλήρωση της 
λειτουργίας τους από τρία διαφορετικά βάθη εντός των βιοκλινών 
πραγματοποιήθηκε με PCR πραγματικού χρόνου. Τα αποτελέσματα έδειξαν ότι η 
εφαρμογή των γεωργικών φαρμάκων και/ή του εμπλουτισμού οδήγησαν σε 
ορισμένες βιοκλίνες σε σημαντικές μεταβολές στον βακτηριακό πληθυσμό των 
βιοκλινών που όμως δεν έδειξαν να συσχετίζονται με συγκεκριμένα γεωργικά 
φάρμακα. Η εφαρμογή βιοεμπλουτισμού φαίνεται ότι οδήγησε σε βάθος χρόνου σε 
σημαντική μείωση του βακτηριακού πληθυσμού στην πιλοτική βιοκλίνη 5 που 
δέχτηκε εφαρμογή ΤΒΖ+ΟΡΡ σε σύγκριση με τους αντίστοιχους πληθυσμούς στην 
βιοκλίνη 3 που δέχτηκε τις ίδιες εφαρμογές γεωργικών φαρμάκων χωρίς όμως 
βιολογικό εμπλουτισμό. Επιπρόσθετα η σημαντική μείωση του βακτηριακού 
πληθυσμού στον ενδιάμεσο ορίζοντα της βιοκλίνης 1 σε σχέση με τους άλλους δύο 
ορίζοντες θα μπορούσε να αποδοθεί στην συσσώρευση ΟΡΡ στον συγκεκριμένο 
ορίζοντα όπως προέκυψε και από παράλληλες μελέτες του υποψήφιου διδάκτορα 
Π. Καρά. Περαιτέρω μελέτες στοχεύοντας στην εκτίμηση του πληθυσμού και άλλων 
σημαντικών ομάδων μικροοργανισμών αναμένεται να διαλευκάνουν τη 
μικροβιολογία των βιοκλινών και ιδιαίτερα αυτών που χρησιμοποιούνται για τη 
επεξεργασία υγρών αποβλήτων από συσκευαστήρια φρούτων.  
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Biobeds are simple systems that have been constructed to minimize the risk of 
pollution of natural water resources by pesticides from point sources. Their 
depuration efficiency relies mostly on the high biodegradation of their packing 
substrate (biomixture). Despite that, little is known regarding the interactions 
between biomixture microflora and pesticides that flow into them. This study 
reports the impact of fungicides on the population of bacteria in pilot biobed 
systems used for the treatment of wastewater from the fruit packaging industry 
which contain fungicides like ortho-phenylphenol (OPP), the thiabendazole (TBZ), the 
diphenylamine (DPA) and imazalil (IMZ). The assessment of the bacterial population 
in samples collected before the start and the completion of the operation from three 
different depths within the biobeds performed by real-time PCR. The results showed 
that the application of pesticides and/or bioaugmentation in some biobeds led to 
significant changes in the bacterial population of biobeds but there is no clear link 
between pesticides persistence and microbial responses. The application of 
bioaugmentation in pilot biobed 5 that received pesticides TBZ+OPP seems to have a 
significant reduction over time in the bacterial population compared to its respective 
population in biobed 3 after receiving the same applications of pesticides without 
biological enrichment. Moreover, the significant reduction of the bacterial 
population in the intermediate horizon of biobed 1 compared with the other two 
horizons could be attributed to the accumulation of OPP in this horizon as parallel 
studies of doctoral candidate Karas P. have also shown. Further studies aim to assess 
the population and other major groups of microorganisms in order to unravel 
microbiology of biobeds especially those used for the treatment of wastewater from 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 1: ΕΙΣΑΓΩΓΗ 
1.1 Εισαγωγή στις βιοκλίνες 
Η έννοια των βιοκλινών αναπτύχθηκε στη Σουηδία στις αρχές της δεκαετίας του 
1990 (www.voluntaryinitiative.org.uk). Η ανάγκη για απλές και αποτελεσματικές 
μεθόδους προς την ελαχιστοποίηση της ρύπανσης του περιβάλλοντος από τη χρήση 
γεωργικών φαρμάκων ιδιαίτερα κατά τη προετοιμασία και πλήρωση του 
ψεκαστήρα ήταν η αφορμή για τη γέννηση της ιδέας των βιοκλινών (Castillo et al, 
2008; Castillo et al, 2011).  
Τα γεωργικά φάρμακα διαδραματίζουν σημαντικό ρόλο στην επιτυχία της 
σύγχρονης γεωργίας και της παραγωγής τροφίμων. Όταν χρησιμοποιούνται 
σύμφωνα με τις οδηγίες της ετικέτας και με τις κατάλληλες προφυλάξεις, 
παρουσιάζουν ελάχιστο κίνδυνο για το περιβάλλον (Tortella et al, 2012; Muller et al, 
2002). Η αλόγιστη χρήση τους όμως επηρεάζει αρνητικά το περιβάλλον καθώς και 
τη δημόσια υγεία (Castillo et al, 2008; Τσαγγάρη, 2012). Η συσσώρευση 
υπολειμμάτων στα επιφανειακά και υπόγεια ύδατα ενέτειναν τη δημόσια ανησυχία 
και αύξησαν το ενδιαφέρον για την ανάπτυξη συστημάτων βιοαπορρύπανσης ώστε 
να μειωθεί ο κίνδυνος της ρύπανσης των υδάτινων πόρων (Fogg, 2004). Για το λόγο 
αυτό οι Torstensson και Castillo πρότειναν τα συστήματα των βιοκλινών (Coppola et 
al, 2010).  
Η αποτελεσματικότητα και η απλότητα του συστήματος των βιοκλινών προκάλεσαν 
το ενδιαφέρον σε πολλές χώρες οι οποίες ανέπτυξαν και προσάρμοσαν τον αρχικό 
σχεδιασμό στις διαφορετικές αγροτικές πρακτικές και κλιματικές συνθήκες που 
αντιμετωπίζουν καθώς και στη διαθεσιμότητα των οργανικών υποστρωμάτων 
(Coppola et al, 2012). Οι προσαρμογές που δύναται να πραγματοποιηθούν στη 
δομή του συστήματος και στη σύσταση του βιομίγματος των βιοκλινών τις 
καθιστούν κατάλληλες για χρήση όχι μόνο στις ανεπτυγμένες αλλά ακόμη και στις 
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αναπτυσσόμενες χώρες με αποτέλεσμα το Περού, η Γουατεμάλα και το Εκουαδόρ 
να διαθέτουν συστήματα βιοκλινών (Castillo et al, 2008).  
1.1. Τι είναι οι βιοκλίνες 
Οι βιοκλίνες είναι απλά και οικονομικά συστήματα (βιοφίλτρα) που εγκαθίστανται 
στον αγρό με σκοπό να δέχονται και να αποτοξικοποιούν υγρά απόβλητα και 
απόνερα που προκύπτουν πριν, κατά τη διάρκεια ή μετά από την προετοιμασία του 
ψεκαστικού (Castillo et al, 2008). Η αποτοξικοποίηση πραγματοποιείται μέσω της 
έντονης μικροβιακής δραστηριότητας που αναπτύσσεται εντός των συστημάτων 
βιοκλινών (Coppola et al, 2012). 
Η κατασκευή των βιοκλινών αποτελείται από ένα πολυστρωματικό όρυγμα (0,6 έως 
1m βάθος), το οποίο είναι μονωμένο στο κάτω μέρος από ένα λεπτό αδιαπέραστο 
στρώμα αργίλου και είναι γεμάτο με οργανικό υπόστρωμα που ονομάζεται 
βιομίγμα (Karanasios et al, 2010). Η κλασική Σουηδική βιοκλίνη είναι ένα σκάμα στο 
έδαφος βάθους 60cm το οποίο αποτελείται από τρία συστατικά. Στον πυθμένα 
βρίσκεται ένα στρώμα αργίλου (πάχους 10cm), από πάνω ένα στρώμα βιομίγματος 
(πάχους 50cm) που αποτελείται από άχυρο, τύρφη και έδαφος σε ογκομετρική 
αναλογία 50:25:25 %v/v και τέλος ένα στρώμα χλόης που καλύπτει την επιφάνεια 
και διατηρεί τη θερμοκρασία της βιοκλίνης στο σωστό επίπεδο για τη μικροβιακή 
δραστηριότητα. Η επιφάνεια της βιοκλίνη είναι επίσης εξοπλισμένη με ένα 
κεκλιμένο επίπεδο με σκοπό ο ψεκαστήρας να οδηγηθεί, να κινηθεί και να 
σταθμεύσει πάνω του (Castillo et al, 2011; Castillo et al, 2008; Vischetti et al, 2004).  
Ανάλογα με το εάν ή όχι ο πυθμένας της βιοκλίνης είναι απομονωμένος από το 
περιβάλλον οι βιοκλίνες διακρίνονται σε δύο τύπους: τις μη μονωμένες βιοκλίνες 
και τις μονωμένες βιοκλίνες. Ο αρχικός σουηδικός σχεδιασμός περιλαμβάνει μη 
μονωμένες βιοκλίνες οι οποίες δεν διαθέτουν αδιαπέραστο στρώμα συνθετικού 
υλικού για την απομόνωση τους από το περιβάλλον. Στον πυθμένα των 
συγκεκριμένων βιοκλινών βρίσκεται στρώμα αργίλου ενώ σε περίπτωση που δεν 
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υπάρχει προστίθεται. Οι μονωμένες βιοκλίνες μοιάζουν με την αρχική σουηδική 
αλλά είναι επενδεδυμένες με ένα συνθετικό αδιάβροχο στρώμα (πλαστικό, 
σκυρόδεμα, μουσαμά, κ.λπ.), που τις απομονώνει από το έδαφος. Αυτός ο 
σχεδιασμός επιτρέπει τη συλλογή των υδάτων αποστράγγισης σε ειδικές 
εκβαθύνσεις που είναι χτισμένες δίπλα στη βιοκλίνη. Το στρώμα αποστράγγισης  
(χαλίκι, macadam, ή άμμος) τοποθετείται συνήθως κάτω από τον άργιλο. Οι 
μονωμένες βιοκλίνες χρησιμοποιούνται κυρίως στο Ηνωμένο Βασίλειο (Castillo et 
al, 2008). 
Μια βιοκλίνη θα πρέπει να έχει τρία σημαντικά χαρακτηριστικά: υψηλή ικανότητα 
προσρόφησης και κατακράτησης των γεωργικών φαρμάκων, μικροοργανισμούς για 
την μικροβιακή αποδόμηση και αποτοξικοποίηση των γεωργικών φαρμάκων και 
οργανικές πηγές άνθρακα προκειμένου να υποστηρίξουν τη μικροβιακή 
δραστηριότητα (Coppola et al, 2010). Η ιδέα είναι ότι όλοι οι χειρισμοί των 
γεωργικών φαρμάκων κατά τη πλήρωση των συσκευών ψεκασμού πρέπει να 
γίνονται πάνω από τη βιοκλίνη ούτως ώστε πιθανές διαρροές ή απόνερα από το 
πλύσιμο του ψεκαστικού να καταλήξουν στο εσωτερικό της βιοκλίνης όπου θα 
προσροφηθούν ή θα αποδομηθούν μικροβιακά. Για το λόγο αυτό η σύνθεση του 
βιομίγματος πρέπει είναι η κατάλληλη ώστε να προωθούνται οι δραστηριότητες 
αποδόμησης από τους μικροοργανισμούς (βακτήρια, ακτινοβακτήρια και μύκητες 
αποτελούν τις κύριες ομάδες μικροοργανισμών που μεταβολίζουν τα γεωργικά 
φάρμακα στο έδαφος (www.agr.gc.ca) (Castillo et al, 2011). 
1.2 Που χρησιμοποιούνται οι βιοκλίνες   
1.2.1 Αγρός 
Στη γεωργία η αυξημένη παραγωγή αγροτικών προϊόντων εξαρτάται σε σημαντικό 
βαθμό από την εφαρμογή γεωργικών φαρμάκων τα οποία προστατεύουν τα φυτά 
ενάντια σε προσβολές από μύκητες, βακτήρια, νηματώδεις και έντομα που 
περιορίζουν σημαντικά την αγροτική παραγωγή. Οι πιο γνωστές κατηγορίες 
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γεωργικών φαρμάκων είναι τα μυκητοκτόνα, τα εντομοκτόνα και τα ζιζανιοκτόνα 
(Τσαγγάρη, 2012). Παρότι τα γεωργικά φάρμακα κατέχουν σημαντικό ρόλο στην 
επιτυχία της σύγχρονης γεωργίας και της παραγωγής τροφίμων η ανεπαρκής 
διαχείρισή τους μπορεί να προκαλέσει σοβαρά προβλήματα ρύπανσης του 
περιβάλλοντος (Tortella et al, 2012; Muller et al, 2002).  
Τα επιφανειακά και τα υπόγεια ύδατα (Muller et al, 2002) κινδυνεύουν να 
ρυπανθούν εξαιτίας γεωργικών φαρμάκων που προέρχονται από διάχυτες και 
σημειακές πηγές. Διάχυτες είναι οι πηγές που αφορούν δραστηριότητες στον αγρό 
και προκύπτουν ύστερα από την συνεχή χρήση των γεωργικών φαρμάκων για 
αγροτικούς κυρίως σκοπούς (Vischetti et al, 2007; Carter et al, 2000; Coppola et al, 
2010). Αντίθετα σημειακές είναι οι πηγές που περιλαμβάνουν οποιαδήποτε 
ρύπανση προέρχεται από συγκεκριμένες δραστηριότητες που προκύπτουν από μη 
ορθολογικές πρακτικές ή χειρισμούς πριν ή μετά τον ψεκασμό όπως το γέμισμα της 
δεξαμενής, την πλύση και τη διάθεση των αποβλήτων ή ακόμη και διαρροές 
εξαιτίας ελαττωματικού εξοπλισμού (De Wilde et al, 2007; Candela et al, 2008) ή 
διαμέσου αποβλήτων από αγροτικές βιομηχανίες (π.χ. μετασυλλεκτική μεταχείριση 
φρούτων). Το πρόβλημα της ρύπανσης του περιβάλλοντος ενισχύεται κατά τόπους 
όταν οι γεωργικές και οι αγροβιομηχανικές εργασίες γειτνιάζουν με φυσικούς 
υδάτινους πόρους ή συνδέονται άμεσα με συστήματα αποχέτευσης, ποτάμια ή 
ρυάκια (Karanasios et al, 2012). Σε αυτή την περίπτωση παρατηρούνται υψηλές 
συγκεντρώσεις γεωργικών φαρμάκων στα υπόγεια ύδατα που μπορεί να φθάσουν 
το επίπεδο αρκετών mg ανά λίτρο (Helweg et al, 2002). 
Σε μία προσπάθεια να ελαχιστοποιηθεί η περιβαλλοντική ρύπανση από τα γεωργικά 
φάρμακα αναπτύχθηκαν τα συστήματα των βιοκλινών (Castillo et al, 2008) τα οποία  
με βάση την υψηλή καταβολική ικανότητα του μικροβιακού τους φορτίου έχουν την 
ικανότητα να περιορίζουν την ρύπανση από σημειακές πηγές (Tortella et al, 2012).  
Παρά το γεγονός ότι τα συγκεκριμένα συστήματα βιολογικής επεξεργασίας των 
υγρών αποβλήτων που παράγονται σε επίπεδο αγρού βασίζονται σε μια απλή ιδέα, 
η απόδοση τους στηρίζεται σε σχετικά πολύπλοκους μηχανισμούς και επιτυγχάνεται 
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μέσω ενός συνδυασμού αυξημένης μεταβολικής δραστηριότητας και εκτεταμένης 
προσρόφησης των γεωργικών φαρμάκων στο βιομίγμα (Κaranasios et al, 2012), η 
σύσταση του οποίου καθορίζει σε μεγάλο βαθμό την αποδοτικότητα των βιοκλινών. 
Για την παραγωγή του βιομίγματος χρησιμοποιούνται γεωργικά υποπροϊόντα όπως 
για παράδειγμα, κληματσίδες, πολτός εσπεριδοειδών, υπολείμματα καλαμποκιού, 
εξαντλημένο υπόστρωμα μανιταριών κ.ά. με κοινό γνώρισμα τους το μηδενικό 
κόστος παραγωγής (Vischetti et al, 2004). Σύμφωνα με τους ίδιους ερευνητές εάν τα 
αγροτικά υποπροϊόντα στη συνέχεια αναμιχθούν με αστικά απορρίμματα και 
οργανικό λίπασμα δημιουργείται ένα οργανικό υλικό που αποτοξικοποιεί το 
επιβαρυμένο με γεωργικά φάρμακα νερό ενώ η εφαρμογή του στις βιοκλίνες (σε 
επίπεδο γεωργικής εκμετάλλευσης) θα μπορούσε να βελτιώσει τη διαχείριση του 
υδάτινου οικοσυστήματος καθώς και τη μείωση του κόστους επεξεργασίας του 
νερού (Vischetti et al, 2004). 
Οι βιοκλίνες προσφέρουν μια ελκυστική λύση για την πρόληψη της ρύπανσης των 
φυσικών υδάτινων πόρων από γεωργικά φάρμακα (Karanasios et al, 2012). Για την 
επιτυχημένη όμως εγκατάσταση μίας βιοκλίνης στον αγρό είναι αναγκαίο να 
εξεταστεί το σύνολο του συστήματος, συμπεριλαμβανομένων της αποθήκης των 
γεωργικών φαρμάκων, τον εξοπλισμό πλήρωσης ψεκαστήρα, το γέμισμα και τον 
χώρο πλυσίματος, τη συλλογή των λυμάτων και του διαχωριστή των 
υδρογονανθράκων (4th European biobed workshop, 2013). Η εφαρμογή μεγάλων 
δεξαμενών αποθήκευσης των υγρών αποβλήτων θα επιτρέψει στους αγρότες να 
ρυθμίσουν τη ροή διοχέτευσης των υγρών αποβλήτων στη βιοκλίνη με αποτέλεσμα 
να διατηρηθούν οι βέλτιστες συνθήκες υγρασίας εντός των βιοκλινών για τη 
μέγιστη απόδοση της βιοαποδόμησης. 
1.2.2 Συσκευαστήρια φρούτων 
Η χρήση των γεωργικών φαρμάκων στα συσκευαστήρια φρούτων αποτελεί την πιο 
διαδεδομένη μέθοδο για την προστασία των φρούτων από μυκητοκολογικές 
προσβολές ή την εμφάνιση φυσιολογικών ασθενειών κατά την διάρκεια της 
αποθήκευσης  που οδηγούν σε σημαντική μείωση της εμπορικής τους αξίας (Ito et 
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al, 1998; Orteli et al, 2005). Η εφαρμογή των μυκητοκτόνων οδηγεί σε επιμήκυνση 
της διάρκειας αποθήκευσης των φρούτων (Jiang et al, 2002). Τα πιο διαδεδομένα 
γεωργικά φάρμακα που χρησιμοποιούνται στα συσκευαστήρια φρούτων είναι τα 
thiabendazole (TBZ), imazalil (IMZ), ortho- phenylphenol (OPP) και diphenylamine 
(DPA) (Karas et al, 2010). 
Το Οrtho-phenylphenol (ΟΡΡ) όπως και το και bitertanol είναι μυκητοκτόνα που 
χρησιμοποιούνται ευρέως για την προστασία διαφόρων καλλιεργειών. Το ΟΡΡ είναι 
ένα αρωματικό παράγωγο που χρησιμοποιείται στην βιομηχανία των 
εσπεριδοειδών για τον εμποτισμό των περιτυλιγμάτων των φρούτων μετά τη 
συγκομιδή προκειμένου να αναστείλει μικροβιακές προσβολές (Zamora et al, 2004). 
Το Diphenylamine (DPA) είναι αντιοξειδωτικό που βρίσκει ευρύ φάσμα εφαρμογών, 
τόσο στην σταθεροποίηση όσο και στη διατήρηση της ποιότητα των μήλων. Το DPA 
χρησιμοποιείται αποτελεσματικά για τον έλεγχο της φυσιολογικής ασθένειας που 
προσβάλει τα μήλα, ονομάζεται επιφανειακό έγκαυμα (“scald”) και καθιστά τους 
καρπούς δύσκολους προς πώληση (Ghahramani and Scott, 2000). Για το σκοπό 
αυτό, το DPA εφαρμόζεται ως υδατικό διάλυμα σε συγκέντρωση 1-2g/l στην 
επιφάνεια των φρούτων μετά τη συγκομιδή και πριν από την αποθήκευση τους 
(Rudell et al, 2005). 
Το Imazalil (ΙΜΖ) είναι μυκητοκτόνο που χρησιμοποιείται για τον έλεγχο προσβολών 
από μύκητες σε φρούτα, λαχανικά και καλλωπιστικά φυτά. Προφυλάσσει 
εσπεριδοειδή, μπανάνες και άλλα φρούτα από μετασυλλεκτικές ασθένειες  που 
μπορεί να εμφανίσουν (Maruyama et al, 2007).  
Το Thiabendazole (ΤΒΖ), είναι μυκητοκτόνο που χρησιμοποιείται σε λαχανικά και 
φρούτα για την προστασία τους από μυκητιακές προσβολές που προκύπτουν από 
μεγάλης διάρκειας μεταφορά και αποθήκευση (Muller et al, 2014). 
Στην Ευρώπη η παραγωγή φρούτων είναι ένας από τους δυναμικότερους 
γεωργικούς τομείς (Orteli et al, 2005) και στην περιοχή της Μεσογείου η παραγωγή 
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εσπεριδοειδών μία από τις μεγαλύτερες βιομηχανίες αγροτικών προϊόντων. Η 
εφαρμογή όμως υψηλών φορτίων γεωργικών φαρμάκων τόσο πριν όσο και μετά τη 
συγκομιδή αυξάνει τον κίνδυνο ρύπανσης. Ειδικότερα η απευθείας απόρριψη στο 
περιβάλλον των ιδιαίτερα υψηλών ποσοτήτων υγρών αποβλήτων (10-50m3) που 
παράγουν τα συσκευαστήρια φρούτων, τα οποία είναι επιβαρυμένα με υψηλές 
συγκεντρώσεις μυκητοκτόνων και αντιοξειδωτικών που αναφέρθηκαν παραπάνω 
(100-200mg/L) αποτελεί ένα σοβαρό περιβαλλοντικό πρόβλημα καθώς τα 
συγκεκριμένα γεωργικά φάρμακα χαρακτηρίζονται από υψηλή υπολειμματικότητα 
στο περιβάλλον και ιδιαίτερα υψηλή τοξικότητα στους υδρόβιους οργανισμούς. Ο 
συγκεκριμένος κίνδυνος έχει αναγνωριστεί από την Ευρωπαϊκή Κοινότητα και 
αναζητούνται αποτελεσματικές και χαμηλού κόστους μέθοδοι για την επεξεργασία 
των υγρών αποβλήτων από τα συσκευαστήρια φρούτων. Πρόσφατες μελέτες από 
τους Omirou et al. (2012) έδειξαν ότι οι βιοκλίνες με κατάλληλες προσαρμογές 
μπορούν να χρησιμοποιηθούν για την επεξεργασία των αποβλήτων από τα 
συσκευαστήρια φρούτων.  
1.3 Γιατί χρησιμοποιούνται οι βιοκλίνες 
Η ρύπανση των υδάτων από γεωργικά φάρμακα αποτελεί σημαντικό 
περιβαλλοντικό πρόβλημα, το οποίο απαιτεί την αξιολόγηση της πολιτικής των 
υδάτινων πόρων σε όλα τα επίπεδα (Coppola et al, 2012). Το υδάτινο περιβάλλον 
είναι ιδιαίτερα ευπαθές στα γεωργικά φάρμακα, συνεπώς, είναι απαραίτητο να 
δοθεί ιδιαίτερη προσοχή στην αποτροπή της ρύπανσης των επιφανειακών και 
υπόγειων υδάτων με τη λήψη κατάλληλων μέτρων, όπως η δημιουργία ζωνών 
ανάσχεσης και προστασίας ή η φύτευση πράσινων φρακτών κατά μήκος των 
επιφανειακών υδάτων. 
Τα απόνερα των ξεπλυμάτων των ψεκαστήρων αποτελούν σημαντικό παράγοντα 
ρύπανσης των εδαφών, μείωσης της βιοποικιλότητας των εδαφών, καθώς και 
ρύπανσης των υπογείων και επιφανειακών νερών (Εθνικό πλαίσιο περιβαλλοντικών 
δράσεων - ec.europa.eu/agriculture/fruit-and-vegetables/.../cy/framework_el.pdf). 
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Τα υγρά απόβλητα αγροτικών βιομηχανιών όπως τα συσκευαστήρια φρούτων 
περιέχουν υψηλές συγκεντρώσεις μυκητοκτόνων όπως τα TBZ, IMZ, ΟΡΡ αλλά και 
αντιοξειδωτικών ουσιών όπως το DPA τα οποία αποτελούν σοβαρή σημειακή πηγή 
ρύπανσης των φυσικών υδάτινων πόρων. Προηγούμενες μελέτες παρακολούθησης 
αναφέρουν τη συχνή ανίχνευση TBZ και IMZ στα συστήματα επιφανειακών υδάτων 
η οποία αποδόθηκε στην παρουσία βιομηχανιών συσκευασίας φρούτων δίπλα στα 
ποτάμια (Castillo et al, 2000). Ο κίνδυνος ρύπανσης από σημειακές πηγές εξαιτίας 
δραστηριοτήτων που λαμβάνουν χώρα μετά τη συγκομιδή των καρπών έχει 
αναγνωριστεί από την Ευρωπαϊκή Κοινότητα, η οποία έχει δώσει άδεια χρήσης των 
μυκητοκτόνων που χρησιμοποιούνται μετασυλλεκτικά υπό την αυστηρή 
προϋπόθεση ότι τα απόβλητα που παράγονται από την χρήση τους θα πρέπει να 
υφίστανται επεξεργασία πριν την απόρριψη τους στο περιβάλλον. Παρ 'όλα αυτά, 
το μόνο σύστημα επεξεργασίας των συγκεκριμένων αποβλήτων που είναι 
διαθέσιμο σήμερα βασίζεται στην προσρόφηση των γεωργικών φαρμάκων σε 
κοκκώδη ενεργό άνθρακα. Αν και με αυτό το σύστημα επιτυγχάνεται 7.000 φορές 
μείωση της συγκέντρωσης του ΤΒΖ το κόστος του είναι απαγορευτικό για μικρού και 
μεσαίου μεγέθους συσκευαστήρια όπως είναι τα περισσότερα στις παραμεσόγειες 
χώρες (Omirou et al, 2012). Από την άλλη, η βιολογική αποδόμηση των γεωργικών 
φαρμάκων που περιέχονται σε αγροτικής προέλευσης υγρά απόβλητα αποτελεί μια 
ιδανική και χαμηλού κόστους λύση. Μεταξύ αυτών οι βιοκλίνες κατέχουν σημαντική 
θέση.  
1.4. Γεωργικά Φάρμακα που χρησιμοποιούνται στα 
συσκευαστήρια φρούτων 
Thiabendazole: Σύμφωνα με μελέτη της Αμερικάνικης Υπηρεσίας Προστασίας 
Περιβάλλοντος (US-EPA, 2002) το thiabendazole (TBZ) θεωρείται ότι έχει χαμηλή 
οξεία τοξικότητα για το δέρμα και δεν είναι ερεθιστικό για τα μάτια. Επίσης, είναι 
πρακτικά μη τοξικό για πτηνά και θηλαστικά, ενώ αντίθετα είναι ιδιαίτερα τοξικό 
για ψάρια και ασπόνδυλα του γλυκού νερού ιδιαίτερα στις εκβολές ποταμών. 
Ακόμα και σε αυτήν την περίπτωση όμως η EPA το έχει ταξινομήσει ως πιθανό 
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καρκινογόνο σε αρκετά υψηλές δόσεις με πιθανό αποτέλεσμα την πρόκληση 
διατάραξης της ισορροπίας των ορμονών του θυρεοειδούς και του ήπατος (USEPA, 
2002; Muller et al, 2014). Το TBZ είναι αρκετά σταθερό στη φωτόλυση και υδρόλυση 
στο έδαφος και δεν μεταβολίζεται σημαντικά στα εδάφη, υπό αερόβιες και 
αναερόβιες συνθήκες. Παρά το γεγονός ότι φαίνεται να είναι αρκετά υπολειμματικό 
στο περιβάλλον, ο Οργανισμός θεωρεί ότι το ΤΒΖ προσροφάται ισχυρά στο έδαφος 
περιορίζοντας την έκπλυση του στα υπόγεια ύδατα και την απορροή του στα 
επιφανειακά ύδατα. 
Diphenylamine: Σύμφωνα με αποτελέσματα μελέτης της US-EPA (1998) το 
diphenylamine (DPA) είναι σταθερό στην υδρόλυση σε pΗ 5, 7, και 9, έχει μέτρια 
διαλυτότητα στο νερό (39,4mg/L), σχετικά υψηλό συντελεστή κατανομής 
οκτανόλης/νερού (Kow=3860) και υψηλή πίεση ατμών (6.39x10-4 torr).  Φωτολύεται 
σε υψηλό ποσοστό σε υδατικά συστήματα. Το DPA είναι τοξικό για τα ψάρια και τα 
υδρόβια ασπόνδυλα ενώ δεν εμφανίζει υψηλή τοξικότητα στα πουλιά. 
Imazalil: Σύμφωνα με την ΕFSΑ (2010) το Imazalil (IMZ) δεν είναι τοξικό για τα 
θηλαστικά. Η εκτίμηση του κινδύνου της έκθεσης για τους εργαζομένους στο 
συγκεκριμένο μυκητοκτόνο θεωρήθηκε μηδαμινή. Το ΙΜΖ είναι μετρίως διαλυτό στο 
νερό, πολύ σταθερό στην υδρόλυση, αποδομείται πολύ αργά στο έδαφος υπό 
αερόβιες συνθήκες, δεν παρουσιάζει μεγάλη κινητικότητα στο έδαφος και δεν είναι 
πτητικό. Με βάση τις παραπάνω ιδιότητες και τις μεθόδους εφαρμογής του (σε 
κλειστά συστήματα όπως τα συσκευαστήρια φρούτων) δεν είναι πιθανό να βρεθεί 
σε σημαντικές συγκεντρώσεις στο περιβάλλον (USEPA, 2005). Σύμφωνα με 
αξιολόγηση της Επιστημονικής Επιτροπής Φυτών της Ευρωπαϊκής Ένωσης (Scientific 
Committee of Plants, SCP) η μετασυλλεκτική χρήση του ΙΜΖ σε φρούτα, κηπευτικά 
και πατάτες επιτρέπεται στα κράτη μέλη με την προϋπόθεση ότι θα υπάρξει 
ολοκληρωμένο και κατάλληλο σχέδιο επεξεργασίας των υγρών αποβλήτων που 
παράγονται από τη χρήση του. Ειδάλλως, θα πρέπει να παρουσιάζονται μελέτες 
όπου τα υπολείμματα του μυκητοκτόνου δεν προκαλούν βλάβες σε χερσαία και 
υδάτινα περιβάλλοντα. 
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Ortho-phenylphenol (OPP): Σύμφωνα με τα αποτελέσματα μελέτης της US-ΕΡΑ 
(2006) το ΟΡΡ δεν αποτελεί κίνδυνο για τους ανθρώπους όταν λαμβάνεται 
διαμέσου της τροφής που έχει επεξεργαστεί με αυτό (EPA - OPP). Είναι σταθερό και 
ανθεκτικό σε αβιοτικά υδατικά μέσα σε pΗ 5, 7 και 9 καθώς και στο έδαφος. 
Αποδομείται πλήρως σε 14 ημέρες, όταν εκτίθεται στο ηλιακό φως, επομένως είναι 
φωτολυτικά ασταθές σε ουδέτερο υδατικό μέσο. Η κύρια διεργασία αποδόμηση 
τους είναι η μικροβιακή αποδόμηση υπό αερόβιες και αναερόβιες συνθήκες. Είναι 
σχετικά κινητικό μόριο αλλά λόγω της σχετικά μικρής υπολειμματικότητας τους 
αποδομείται ταχύτατα και δεν μετακινείται στα βαθύτερα εδαφικά στρώματα με 
κίνδυνο ρύπανσης των υπόγειων υδάτων (Omirou et al, 2012).  
1.5 Που βασίζεται η αποτελεσματικότητα των βιοκλινών 
Η αποτελεσματικότητα των βιοκλινών βασίζεται στην αυξημένη ικανότητα τους να 
προσροφούν γεωργικά φάρμακα αλλά κυρίως στον να ενεργοποιούν την ταχύτατη 
βιοαποδόμηση τους προσφέροντας ευνοϊκές φυσικοχημικές και βιολογικές 
συνθήκες για μέγιστη μικροβιακή δραστηριότητα. Η αποτελεσματικότητα της 
προσρόφησης και της αποδόμησης των γεωργικών φαρμάκων εξαρτάται από την 
σύσταση του πληρωτικού υλικού των βιοκλινών που ονομάζεται βιομίγμα. Το 
βιομίγμα θα πρέπει να έχει τη δυνατότητα να προσροφήσει και να αποδομήσει τα 
γεωργικά φάρμακα. Οι ιδιότητες του βιομίγματος επηρεάζονται από τη σύνθεση, 
την ομοιογένεια και την ηλικία του ενώ παράγοντες όπως η υγρασία και η 
θερμοκρασία παίζουν καθοριστικό ρόλο. Το αρχικό σουηδικό βιομίγμα 
αποτελούταν από άχυρο, τύρφη και έδαφος σε ογκομετρικές αναλογίες 50:25:25 % 
v/v. Κάθε συστατικό του βιομίγματος παίζει σημαντικό ρόλο στην 
αποτελεσματικότητα της κατακράτησης και της υποβάθμισης των γεωργικών 
φαρμάκων (Castillo et al, 2011).  
Το άχυρο διεγείρει την ανάπτυξη των λιγνολυτικών μυκήτων που παράγουν 
λιγνολυτικά ένζυμα, όπως οι υπεροξειδάσες και οι λακκάσες, οι οποίες 
παρουσιάζουν χαμηλή εξειδίκευση και μπορούν να αποδομήσουν πολλά 
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διαφορετικά γεωργικά φάρμακα (Castillo et al, 2011). Η χαμηλή εξειδίκευση αυτών 
των ενζύμων τα καθιστά κατάλληλα για αποδόμηση ακόμη και μιγμάτων γεωργικών 
φαρμάκων. Για παράδειγμα, η αποδόμηση μίγματος γεωργικών φαρμάκων σε 
συστήματα βιοκλινών στην Σουηδία είχε συσχετιστεί με τη δραστικότητα των 
φαινολοξειδασών και τα επίπεδα του άχυρου στο βιομίγμα (Castillo et al, 2007). Η 
επιτυχής αποδόμηση μεμονωμένων γεωργικών φαρμάκων από μύκητες λευκής 
σήψης και υπεροξειδάσες έχει αποδειχθεί σε αρκετές μελέτες (Karas et al, 2011). Ως 
εκ τούτου υψηλή ποσότητα άχυρου στο βιομίγμα συνιστάται, αν και στην πράξη δεν 
πρέπει να ξεπερνά το 50% v/v του βιομίγματος, λόγω της απαίτησης να επιτευχθεί 
ένα ομοιογενές μίγμα (Torstensson and Castillo, 1997).  
Μολονότι το άχυρο φαίνεται να είναι ένα αποτελεσματικό συστατικό του 
βιομίγματος, η υψηλότερη διαθεσιμότητα άλλων λιγνοκυτταρινούχων υλικών σε 
συγκεκριμένες περιοχές, έχει οδηγήσει στη χρήση υποκατάστατων άχυρου στο 
βιομίγμα. Έτσι, φλούδες εσπεριδοειδών (Coppola et al, 2007), υπολείμματα 
ζαχαροκάλαμου (De Roffignac et al, 2008) και εξαντλημένο υπόστρωμα μανιταριών 
(SMS) που αποτελείται από παστεριωμένο άχυρο εμβολιασμένο με τον εδώδιμο 
μύκητα λευκής σήψης Pleurotus ostreatus (Bending et al, 2002) χρησιμοποιήθηκαν 
αποτελεσματικά ως υποκατάστατα του άχυρου. Η ενσωμάτωση του SMS στο 
έδαφος αποδείχθηκε αποτελεσματική για την αποδόμηση διαφόρων γεωργικών 
φαρμάκων (Kadian et al, 2008). Οι Karanasios et al, (2009) διερεύνησαν τη 
δυνατότητα αξιοποίησης μιας σειράς λιγνοκυτταρινούχων υλικών από υπολείμματα 
καλλιεργειών ηλίανθου, φύλλων ελιάς, μίσχων σταφυλιών, φλούδες πορτοκαλιού, 
καλαμπόκι και SMS στο βιομίγμα. Τα υλικά αυτά είναι αντιπροσωπευτικά της 
ελληνικής γεωργίας και μπορούν να βρεθούν σε επαρκείς ποσότητες με χαμηλό ή 
καθόλου κόστος και ως εκ τούτου μπορούν εύκολα να ενσωματωθούν στις τοπικές 
βιοκλίνες (Karanasios et al, 2010). 
Το έδαφος παρέχει την ικανότητα προσρόφησης και αποδόμησης των γεωργικών 
φαρμάκων στη βιοκλίνη. Θα πρέπει να είναι πλούσιο σε οργανική ουσία  
προκειμένου να προωθεί τη μικροβιακή δραστηριότητα (Castillo et al, 2008). 
Ωστόσο, η περιεκτικότητα σε άργιλο δεν πρέπει να είναι πολύ υψηλή ώστε να είναι 
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δυνατή η επίτευξη ενός ομοιογενούς βιομίγματος. Το έδαφος λειτουργεί επίσης ως 
σημαντική πηγή μικροοργανισμών αποδόμησης (βακτήρια και ακτινοβακτήρια) των  
γεωργικών φαρμάκων που μπορούν να δράσουν συνεργατικά με τους μύκητες (Diez 
et al, 2010). Η παρουσία των βακτηρίων του εδάφους μπορεί να ενισχύσει την 
έκταση αποδόμησης των γεωργικών φαρμάκων, γεγονός που έχει παρατηρηθεί και 
σε άλλους οργανικούς ρύπους όπως παραδείγματος χάριν στην αποδόμηση του 
benzo(a)pyrene από μύκητες η οποία ολοκληρώθηκε από βακτήρια τα οποία 
συνέχισαν να αποδομούν τους πολικούς μεταβολίτες που προέκυψαν (Kotterman et 
al, 1998).  
Η τύρφη συμβάλλει στην υψηλή ικανότητα ρόφησης ενώ παράλληλα ρυθμίζει την 
υγρασία του συστήματος (Coppola et al, 2012). Διατηρεί τις αερόβιες συνθήκες, 
συμβάλλει στην αβιοτική αποδόμηση των γεωργικών φαρμάκων ενώ παράλληλα 
μειώνει το pH του βιομίγματος με αποτέλεσμα να παρέχει ευνοϊκότερες συνθήκες 
για τους λιγνολυτικούς μύκητες (Castillo et al, 2001; Torstensson and Castillo, 1997; 
Castillo et al, 2007). Από την άλλη θα πρέπει να τονιστεί ότι η χρήση τύρφης σε 
βιοκλίνες στις νότιες χώρες της Ευρώπης δεν αποτελεί ενδεδειγμένη λύση λόγω του 
υψηλού κόστους αγοράς της αλλά και της μη συμβατότητας της με τεχνολογίες που 
βασίζονται στην αειφορική διαχείριση των φυσικών πόρων (Copolla et al, 2007). 
Έτσι πρόσφατες μελέτες έχουν δείξει ότι η αντικατάσταση της τύρφης από 
κομποστοποιημένα αγροτικά υλικά αποτελεί λύση που αυξάνει την βιοαποδομητική 
αποτελεσματικότητα του βιομίγματος αλλά περιορίζει την ικανότητα κατακράτησης 
νερού από τις βιοκλίνες (Karanasios et al, 2010a; Karanasios et al, 2012b)  
1.6. Μικροβιακή αποδόμηση γεωργικών φαρμάκων 
Η βιολογική αποδόμηση των γεωργικών φαρμάκων αποτελεί την πιο σημαντική 
διεργασία απομάκρυνσης τους από το περιβάλλον. Οι μικροοργανισμοί έχουν την 
ικανότητα να αλληλεπιδρούν με οργανικές ουσίες – ρύπους οδηγώντας στον πλήρη 
ή μερικό μεταβολισμό τους (Raymond et al, 2001; Wiren-Lehr et al, 2002). Μεταξύ 
των μικροβιακών κοινοτήτων, βακτήρια, μύκητες, και ακτινοβακτήρια είναι οι 
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κύριοι αποδομητές των γεωργικών φαρμάκων (De Schrijver and De Mot, 1999). Οι 
μύκητες γενικά μεταβολίζουν τα γεωργικά φάρμακα και άλλα ξενοβιοτικά μόρια 
προς λιγότερο τοξικές μορφές. Το προϊόν μεταβολισμού από την παραπάνω δράση 
των μυκήτων υφίσταται συνήθως περαιτέρω μεταβολισμό ή και πλήρη 
ανοργανοποίηση από βακτήρια (Gianfreda and Rao, 2004).  
Οι Briceño et al (2007) σε μελέτη τους βρήκαν ότι τα βακτήρια και οι μύκητες που 
βρίσκονται στα εδάφη έχουν την ικανότητα να αποδομούν αρκετές ομάδες 
γεωργικών φαρμάκων. Η εξωγενής προσθήκη οργανικής ουσίας και θρεπτικών 
συστατικών μπορούν να επηρεάσουν σημαντικά την προσρόφηση και τη 
βιοαποδόμηση των γεωργικών φαρμάκων. Επίσης, επανειλημμένη εφαρμογή των 
ίδιων γεωργικών φαρμάκων στο ίδιο έδαφος για ορισμένα χρόνια μπορεί να 
οδηγήσει στην επικράτηση στο έδαφος ενός ενεργού μικροβιακού πληθυσμού με 
την ικανότητα να αποδομεί ταχύτατα τα συγκεκριμένα γεωργικά φάρμακα 
(Hernández et al. 2008).  
Πολλά ακτινοβακτήρια που έχουν την ικανότητα να διασπούν διαφορετικούς 
ρύπους μεταξύ των οποίων και αρκετά γεωργικά φάρμακα, έχουν απομονωθεί. Οι 
De Schrijver και De Mot (1999) έδειξαν ότι βακτήρια που ανήκουν στα γένη 
Arthrobacter, Clavibacter, Nocardia, Rhodococcus, Nocardioides και Streptomyces 
είχαν την ικανότητα να αποδομούν εύρος γεωργικών φαρμάκων. Η μεταβολική 
οδός για την αποδόμηση των γεωργικών φαρμάκων από τα ακτινοβακτήρια δεν έχει 
μελετηθεί εκτενώς ωστόσο, είναι γνωστό ότι αυτοί οι μικροοργανισμοί μπορούν να 
παράγουν εξωκυτταρικά ένζυμα που δύνανται να αποδομήσουν ένα ευρύ φάσμα 
πολύπλοκων οργανικών ενώσεων (Diez et al, 2010). Οι Benimeli et al (2008) 
μελέτησαν την βιοαποδόμηση του lindane από βακτήρια του γένους Streptomyces 
σε δείγματα εδάφους όπου καλλιεργούνταν φυτά αραβοσίτου που είχαν δεχτεί 
εφαρμογή με lindane. Τα αποτελέσματα έδειξαν ότι τα βακτήρια του γένους 
Streptomyces προκάλεσαν αύξηση της βιομάζας στο έδαφος ενώ ταυτόχρονα 
αποδόμησαν το lindane στο έδαφος. Παράλληλα, η δραστικότητα του 
συγκεκριμένου στελέχους Streptomyces δεν ανεστάλη από την ενδογενή 
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μικροβιακή κοινότητα του εδάφους και η ανάπτυξη του δεν μειώθηκε από την 
υψηλή συγκέντρωση του lindane. 
Σύμφωνα με τους Tortella et al (2005) ευρεία ποικιλία μυκήτων είναι ικανοί να 
αποδομήσουν ευρύ φάσμα τοξικών χημικών ουσιών. Οι λιγνινολυτικοί και μη 
μύκητες έχουν την ικανότητα να βιοαποδομούν πολυκυκλικούς αρωματικούς 
υδρογονάνθρακες (PAHs), χλωροφαινόλες, πολυχλωριωμένα διφαινύλια, εκκριτικές 
ουσίες (ΤΝΤ) και γεωργικά φάρμακα. Οι μύκητες λευκής σήψης έχουν την ικανότητα 
να παράγουν εξωκυτταρικά ένζυμα που εμπλέκονται στο μεταβολισμό ξενοβιοτικών 
ενώσεων (Diez et al, 2010). Μεταξύ των μυκήτων λευκής σήψης, οι Phanerochaete 
chrysosporium και Trametes versicolor χρησιμοποιούνται πιο συχνά ως πρότυποι 
μικροοργανισμοί σε μελέτες βιοαποδόμησης της λιγνίνης, λόγω των καλών 
λιγνινολυτικών τους ιδιοτήτων, τη γρήγορη ανάπτυξη τους και τον εύκολο χειρισμό 
τους. Οι Karas et al (2011) εξέτασαν την ικανότητα των μυκήτων λευκής σήψης 
Phanerochaete chrysosporium, Trametes versicolor, Pleurotus ostreatus και 
Aspergillus niger να αποδομούν τα γεωργικά φάρμακα thiabendazole (ΤΒΖ), imazalil 
(ΙΜΖ), orthophenylphenol (ΟΡΡ), diphenylamine (DPA), thiophanate methyl και 
chlorpyrifos σε θρεπτικό μέσο εκχυλίσματος άχυρου και θρεπτικό μέσο 
εκχυλίσματος εδάφους. Τα αποτελέσματα ήταν ότι οι Trametes versicolor και 
Pleurotus ostreatus είναι οι πιο αποτελεσματικοί αποδομητές (Karas et al, 2011). 
Για να εξασφαλιστεί ταχύτερη και πλήρης αποδόμηση των γεωργικών φαρμάκων 
στα συστήματα βιοαπορρύπανσης όπως οι βιοκλίνες προτείνεται ο 
βιοεμπλουτισμός του βιομίγματος με μικροοργανισμούς που κατέχουν 
εξειδικευμένα καταβολικά ενζυμικά συστήματα και επιτρέπουν την πλήρη 
ανοργανοποίηση των γεωργικών φαρμάκων. Τέτοια συστήματα βιοαπορρύπανσης 
όπως οι βιοκλίνες περιέχουν ένα μίγμα συστατικών και αποτελούν ιδιαίτερα 
ανταγωνιστικά οικοσυστήματα για την επιβίωση και διατήρηση εξωγενώς 
προστιθέμενων μικροοργανισμών. Γι αυτόν το λόγο πρέπει να εξεταστεί κατά πόσον 
οι εμβολιαζόμενοι εξωγενώς μικροοργανισμοί μπορούν να ανταγωνιστούν και να 
πολλαπλασιαστούν σε ένα τόσο πολύπλοκο και απαιτητικό τεχνητό 
μικροοικοσύστημα (Sniegowski et al, 2011). 
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1.7 Πως επηρεάζεται η μικροβιακή κοινότητα των βιοκλινών 
Παρότι η βιοαποδόμηση είναι η κύρια διαδικασία αποδόμησης των γεωργικών 
φαρμάκων στις βιοκλίνες, λίγα είναι γνωστά σχετικά με τη μικροβιολογία των 
συστημάτων αυτών και την αλληλεπίδραση των γεωργικών φαρμάκων με τη 
ενδογενή μικροβιακή κοινότητα (Marinozzi et al, 2012). Μέχρι σήμερα, οι 
περισσότερες μελέτες έχουν επιχειρήσει να συσχετίσουν την αποδόμηση των 
παρασιτοκτόνων στα υποστρώματα των συστημάτων βιοαπορρύπανσης με τη 
μικροβιακή δραστηριότητα εκφραζόμενη ως δραστηριότητα διαφόρων ενζύμων 
όπως οι φαινολοξειδάσες (Castillo and Torstensson 2007; Karanasios et al 2010a), 
βασικών μικροβιακών διεργασιών όπως η βασική αναπνοή (Coppola et al 2007; 
Karanasios et al 2010b; Coppola et al, 2011a) και η υδρολυτική δραστηριότητα 
(Karanasios et al, 2010a, b).  
Τα μυκητοκτόνα μπορεί να έχουν επιπτώσεις στην μικροβιακή κοινότητα του 
εδάφους είτε εξαιτίας της άμεσης εφαρμογής τους κατά των εδαφογενών 
παθογόνων μυκήτων είτε εξαιτίας της έμμεσης εφαρμογής τους με ψεκασμό του 
φυλλώματος στις επιφάνειες και μετέπειτα κατάληξης τους στο έδαφος μέσω 
απορροής. Ειδικότερα, τα μυκητοκτόνα μπορεί να επηρεάσουν αρνητικά τις 
μικροβιακές κοινότητες που διαδραματίζουν σημαντικό ρόλο στη λειτουργία του 
εδαφικού οικοσυστήματος (Lupwayi et al, 2010; Munoz-Leoz et al, 2011). Σε μελέτη 
των Munoz-Leoz et al (2011) για την αποδόμηση του tebuconazole από τη 
μικροβιακή κοινότητα του εδάφους βρέθηκε ότι είναι πιθανό το tebuconazole σε 
υψηλές συγκεντρώσεις να παρεμποδίσει την αποδομητική δραστηριότητα των 
μικροοργανισμών του εδάφους, γεγονός που έχει αναφερθεί και για άλλα 
μυκητοκτόνα (Chen and Edwards, 2001). Το tebuconazole προκάλεσε σταθερή 
μείωση στις τιμές της βασικής αναπνοής, πιθανώς λόγω της αρνητικής επίδρασής 
του στις κοινότητες των μυκήτων του εδάφους που αποτελούν ένα μεγάλο ποσοστό 
της συνολικής μικροβιακής βιομάζας. Το tebuconazole αναστέλλει τη βιοσύνθεση 
της εργοστερόλης που αποτελεί βασικό συστατικό της μεμβράνης των μυκήτων 
(Cycon et al, 2006). Εκτός από τις άμεσες επιπτώσεις του συγκεκριμένου 
μυκητοκτόνου στους πληθυσμούς των μυκήτων, έχει αναφερθεί ότι μπορεί να 
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προκαλέσει ανεπιθύμητα αποτελέσματα και σε πληθυσμούς μη στόχους όπως οι 
βακτηριακές κοινότητες (Jackson et al, 2000).  
Τα γεωργικά φάρμακα εφαρμόζονται είτε με την μορφή μιγμάτων είτε μεμονωμένα 
το ένα μετά το άλλο. Οι εφαρμογές αυτές οδηγούν στην ταυτόχρονη παρουσία στο 
έδαφος αλλά και στις βιοκλίνες μιγμάτων γεωργικών φαρμάκων. Εργαστηριακή 
μελέτη που διεξήχθη από τους Chu et al (2008) διερεύνησε την επίδραση του 
μυκητοκτόνου chlorothalonil στην αποδόμηση του εντομοκτόνου chlorpyrifos και τις 
επιπτώσεις στους πληθυσμούς βακτηριών, μυκήτων και ακτινοβακτηρίων στο 
έδαφος. Τα αποτελέσματα έδειξαν ότι η αποδόμηση του chlorpyrifos δεν 
επηρεάστηκε σημαντικά από την ταυτόχρονη παρουσία του μυκητοκτόνου 
chlorothalonil. Ωστόσο, η ανασταλτική επίδραση του chlorpyrifos στους 
μικροοργανισμούς του εδάφους αυξήθηκε με την ταυτόχρονη παρουσία του  
chlorothalonil. Οι πληθυσμοί των βακτηρίων, των μυκήτων και των 
ακτινοβακτηρίων μειώθηκαν σημαντικά κατά την εφαρμογή του chlorpyrifos, ενώ η 
αναστολή της δράσης τους αυξήθηκε περισσότερο με την προσθήκη chlorothalonil 
(Diez et al, 2010). 
Οι Coppola et al (2011) διερεύνησαν τις επιπτώσεις των μυκητοκτόνων στη 
μικροχλωρίδα του βιομίγματος και τις αλληλεπιδράσεις μεταξύ των μυκητοκτόνων 
και της μικροβιακής κοινότητας. Τα αποτελέσματα έδειξαν ότι η μικροβιακή 
ποικιλότητα μετά την προσθήκη των μυκητοκτόνων μεταβλήθηκε. Ωστόσο,  στο 
τέλος του πειράματος φάνηκε αποκατάσταση της μικροβιακής κοινότητας, 
υποδεικνύοντας ότι η τροποποίηση που προκλήθηκε από την εφαρμογή των 
μυκητοκτόνων ήταν μόνο προσωρινή. Επιπλέον, ο πληθυσμός των βακτηρίων 
αυξήθηκε σημαντικά σε αντίθεση με τον πληθυσμό των μυκήτων ο οποίος 
μειώθηκε. Η τροποποίηση αυτή στη μικροβιακή κοινότητα μπορεί να οφείλεται 
στην τοξική δράση των μυκητοκτόνων εναντίον του πληθυσμού των μυκήτων 
ελευθερώνοντας τα βακτήρια από τον ανταγωνισμό για χώρο και θρεπτικά στοιχεία.  
Οι Marinozzi et al (2012) μελέτησαν την επίδραση των μυκητοκτόνων azoxystrobin 
(AZX), fludioxonil (FL) και penconazole (PC), που χρησιμοποιούνται συνήθως σε 
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αμπελώνες, στη μικροβιακή κοινότητα συστήματος βιοαπορρύπανσης το οποίο 
περιείχε βιομίγμα από υπολείμματα κλαδέματος και άχυρο. Η επίδραση των 
μυκητοκτόνων στη μικροβιακή κοινότητα μελετήθηκε μέσω της μικροβιακής 
βιομάζας άνθρακα, της βασικής αναπνοής και της ανάλυσης των φωσφολιπιδίων 
των λιπαρών οξέων. Τα τρία μυκητοκτόνα είχαν διαφορετική επίδραση στη 
μεταβολική δραστηριότητα και τη δομή της μικροβιακής κοινότητας. Το PC φάνηκε 
να μειώνει σημαντικά τη μικροβιακή βιομάζα άνθρακα και τη βασική αναπνοή, ενώ 
παρατηρήθηκαν επίσης αλλαγές στη δομή της μικροβιακής κοινότητας που 
οφείλονταν ως επί το πλείστον στην αναστολή των μυκήτων. Αντίθετα, το FL και 
κυρίως το AZX δεν παρουσίασαν εκτεταμένη ανασταλτική επίδραση στη μικροβιακή 
κοινότητα του βιομίγματος. Σημαντική αλλαγή στη δομή της μικροβιακής 
κοινότητας σημειώθηκε μετά την εφαρμογή των μυκητοκτόνων PC και FL, γεγονός 
το οποίο αποδόθηκε στην ταχεία αναστολή των μυκήτων. Ο καθυστερημένος 
πολλαπλασιασμός των μυκήτων επέφερε έμμεσα την καθυστερημένη αντίδραση 
των βακτηρίων με αποτέλεσμα να αλλάξει η δομή της κοινότητας των 
μικροοργανισμών.  Όλες οι μεταβολές που παρατηρήθηκαν στη μικροβιακή 
κοινότητα ήταν παροδικές καθώς πλήρης ανάκτηση των μικροβιακών δεικτών 
παρατηρήθηκε 60 ημέρες μετά την εφαρμογή των μυκητοκτόνων. Συνολικά, δεν 
υπάρχει σαφής σύνδεση μεταξύ αποδόμησης των μυκητοκτόνων και μικροβιακών 
μετρήσεων γεγονός που υποδηλώνει ότι η απόκριση της μικροβιακής κοινότητας 
των βιοκλινών στις εφαρμογές των γεωργικών φαρμάκων ελέγχεται από 
πολύπλοκες αλληλεπιδράσεις διαφόρων παραγόντων που σχετίζονται με τα ίδια τα 
γεωργικά φάρμακα (φυσικοχημικές ιδιότητες και εγγενής οικοτοξικότητα) και τη 
μικροβιακή κοινότητα (ποικιλότητα και προσαρμοστικότητα των ατόμων) (Marinozzi 
et al, 2012).  
1.8 Σκοπός του πειράματος 
Οι αγροβιομηχανίες συσκευασίας φρούτων παράγουν μεγάλο όγκο υγρών 
αποβλήτων εμπλουτισμένων με υψηλές συγκεντρώσεις μυκητοκτόνων και 
αντιοξειδωτικών που χρησιμοποιούνται για τη μετασυλλεκτική επεξεργασία των 
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καρπών. Τα συστήματα βιοαπορρύπανσης και συγκεκριμένα οι βιοκλίνες 
προσφέρουν μια ολοκληρωμένη λύση για την διαχείριση των υγρών αποβλήτων 
που παράγονται από τις συγκεκριμένες βιομηχανίες. Παρότι η βιοαποδόμηση είναι 
η κύρια διαδικασία αποδόμησης των γεωργικών φαρμάκων σε συστήματα 
βιολογικής επεξεργασίας όπως οι βιοκλίνες, λίγα είναι γνωστά σχετικά με τη 
μικροβιολογία των συστημάτων αυτών και την αλληλεπίδραση των γεωργικών 
φαρμάκων με τη μικροβιακή τους κοινότητα. 
Έτσι, σκοπός του συγκεκριμένου πειράματος είναι να μελετηθούν οι μεταβολές 
στον πληθυσμό των βακτηρίων στο εσωτερικό διαφορετικών συστημάτων 
βιοκλινών, στα οποία έχουν εφαρμοστεί υγρά απόβλητα που περιέχουν τα 
γεωργικά φάρμακα thiabendazole (TBZ), imazalil (IMZ), diphenylamine (DPA) και 
ortho-phenylphenol (OPP), σε διαφορετικούς συνδυασμούς, με τη χρήση PCR 
πραγματικού χρόνου που παρέχει μια ακριβέστερη εικόνα του πληθυσμού των 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 2: ΜΕΘΟΔΟΙ ΚΑΙ ΥΛΙΚΑ 
2.1 Πειραματικός Σχεδιασμός 
Τα δείγματα που αναλύθηκαν στην παρούσα πτυχιακή συλλέχθηκαν από 
συστήματα πιλοτικών βιοκλινών που κατασκευάστηκαν στις εγκαταστάσεις του 
Τμήματος Βιοχημείας και Βιοτεχνολογίας του Πανεπιστημίου Θεσσαλίας και 
πληρώθηκαν με βιομίγμα αποτελούμενο από: 
 25% v/v άχυρο 
 25% v/v έδαφος  
 50% v/v SMS (εξαντλημένο υπόστρωμα μανιταριών) 
Οι βιοκλίνες κατασκευάστηκαν σε κάδους απορριμμάτων στον πυθμένα των οποίων 
προτού προστεθεί το βιομίγμα τοποθετήθηκε αμμοχάλικο για τον αερισμό του 
βιομίγματος και την ομοιόμορφη αποστράγγιση των γεωργικών φαρμάκων και 
πλέγμα για την αποφυγή διαρροών και στραγγισμάτων του υποστρώματος στο 
αμμοχάλικο.   Οι  1, 3 και 4 ήταν βιοκλίνες μεγέθους 1 m3 ενώ οι βιοκλίνες 2 και 5 
ήταν μικρότερου όγκου (0.24 m3). Όλες οι βιοκλίνες δέχτηκαν για διάστημα 150 
ημερών ημερήσια εφαρμογή διαλυμάτων γεωργικών φαρμάκων που περιέχονται 
στα υγρά απόβλητα από τα συσκευαστήρια φρούτων. Επιπροσθέτως στις βιοκλίνες 
2 και 5 πραγματοποιήθηκε βιολογικός εμπλουτισμός με βακτήρια που διασπούν τα 
γεωργικά φάρμακα (Perruchon PhD, 2014) που περιέχονται στα υγρά απόβλητα που 
εφαρμόστηκαν στις βιοκλίνες. Τα αποτελέσματα συγκρίθηκαν με τις αντίστοιχες 
βιοκλίνες 4 και 3 όπου εφαρμόστηκαν τα ίδια γεωργικά φάρμακα χωρίς όμως 
βιολογικό εμπλουτισμό με εξειδικευμένα αποδομητικά βακτήρια. Γενικότερα οι 
μεταχειρίσεις που δέχτηκαν οι 5 διαφορετικές βιοκλίνες από τις οποίες 
συλλέχθηκαν τα δείγματα της παρούσας μελέτης παρουσιάζονται στον Πίνακα 2.1.  
Αμέσως πριν την τοποθέτηση του βιομίγματος στις βιοκλίνες και μετά το πέρας των 
150 ημερών διάρκειας του πειράματος συλλέχθηκαν δείγματα από κάθε βιοκλίνη 
ανά ορίζοντα. Οι τρεις ορίζοντες είναι οι εξής: 
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 0 – 20cm 
 20 – 40cm 
 40 – 60cm   
 ΠΕΙΡΑΜΑΤΙΚΟΣ ΣΧΕΔΙΑΣΜΟΣ 
ΒΙΟΚΛΙΝΕΣ ΓΕΩΡΓΙΚΑ ΦΑΡΜΑΚΑ ΒΙΟΕΜΠΛΟΥΤΙΣΜΟΣ 
ΒΙΟΚΛΙΝΗ 1 OPP IMZ  
ΒΙΟΚΛΙΝΗ 2 DPA IMZ ● 
ΒΙΟΚΛΙΝΗ 3 TBZ OPP  
ΒΙΟΚΛΙΝΗ 4 DPA IMZ  
ΒΙΟΚΛΙΝΗ 5 TBZ OPP ● 
Πίνακας 2.1 Οι μεταχειρίσεις γεωργικών φαρμάκων και βιοεμπλουτισμού που δέχτηκαν οι 
βιοκλίνες από τις οποίες συλλέχθηκαν τα δείγματα.  
2.2 Εξαγωγή DNA από δείγματα βιομίγματος 
Για την εξαγωγή του DNA από τα 54 δείγματα βιομίγματος χρησιμοποιήθηκε το 
Power Soil DNA Isolation Kit. Σύμφωνα με το πρωτόκολλο η διαδικασία εξαγωγής 
του DNA είναι η εξής: 
1. Προσθήκη 0.5gr του δείγματος στο PowerBead Tube. 
Τι γίνεται: Με την προσθήκη του δείγματος μέσα στο power bead tube αρχίζει η 
ομογενοποίηση του δείγματος και η λύση των κυττάρων. Το PowerBead Tube 
περιέχει ρυθμιστικό διάλυμα το οποίο βοηθά τη διασπορά των σωματιδίων του 
εδάφους, τη διάλυση του χουμικού οξέος και επίσης εμποδίζει την λύση  του 
DNA. 
2. Σύντομο vortex για ανάμιξη. 
Τι γίνεται: Με το vortex αναμιγνύονται τα συστατικά μέσα στο power bead tube 
και ξεκινά η διασπορά του δείγματος. 
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3. Έλεγχος του διαλύματος C1. Εάν το διάλυμα έχει καθιζάνει θερμαίνεται στους 
60οC μέχρι να διαλυθεί το ίζημα. 
Τι γίνεται: Το διάλυμα C1 περιέχει SDS καθώς και άλλους παράγοντες 
διαταραχής οι οποίοι είναι απαραίτητοι για την ολοκληρωτική λύση των 
κυττάρων. Το SDS είναι ένα ανιονικό απορρυπαντικό το οποίο διαλύει τα 
λιπαρά οξέα και τα λιπίδια που σχετίζονται με την κυτταρική μεμβράνη πολλών 
μικροοργανισμών. Εάν κρυώσει το SDS σχηματίζεται λευκό ίζημα στον πάτο του 
μπουκαλιού. Θερμαίνοντάς το C1 στους  60οC το ίζημα διαλύεται χωρίς να 
προκληθεί βλάβη στο SDS ούτε στους άλλους παράγοντες διαταραχής. Το 
διάλυμα C1 μπορεί να χρησιμοποιηθεί ακόμη και όταν είναι ζεστό. 
4. Προσθήκη 60μl από το διάλυμα C1 και ανακίνηση αρκετές φορές ή σύντομο 
vortex. 
5. Σταθεροποίηση όλων των PowerBead Tubes σε οριζόντια θέση με κολλητική 
ταινία, τοποθέτηση στο vortex και vortex για 10min . 
Σημείωση: Το vortex είναι απαραίτητο βήμα για την ολοκληρωτική 
ομογενοποίηση και λύση των κυττάρων. Τα κύτταρα λύονται με συνδυασμό 
χημικών παραγόντων (στα βήματα 1-4) και μηχανικής ανακίνησης που 
παρουσιάζεται στο συγκεκριμένο βήμα. Με την τυχαία ανακίνηση τα σφαιρίδια 
παρουσία των παραγόντων διαταραχής συγκρούονται με τα μικροβιακά 
κύτταρα βοηθώντας στη διάρρηξή τους. 
6. Φυγοκέντρηση των PowerBead Tubes στις 10,000 xg για 30sec σε θερμοκρασία 
περιβάλλοντος.  
7. Μεταφορά του υπερκείμενου σε καθαρό μικροσωλήνα των 2ml. 
Σημείωση: Το υπερκείμενο αναμένεται να είναι μεταξύ 400-500μl σε αυτό το 
στάδιο. Ο ακριβής ανακτώμενος όγκος εξαρτάται από την απορροφητικότητα 
του υλικού εκκίνησης και δεν είναι κρίσιμος για την αποτελεσματικότητα της 
διαδικασίας. Το υπερκείμενο μπορεί να είναι σκουρόχρωμο και να εξακολουθεί 
να περιέχει ορισμένα σωματίδια του εδάφους. Η παρουσία του σκούρου 
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χρώματος καθώς και των σωματιδίων στο μίγμα αναμένεται σε πολλά δείγματα 
εδάφους σε αυτό το στάδιο. Στα επόμενα βήματα του πρωτοκόλλου που 
ακολουθούν θα αφαιρεθούν τόσο τα σωματίδια όσο και το χρώμα του 
μίγματος. 
8. Προσθήκη 250μl από το διάλυμα C2 και vortex για 5sec. Επώαση στους 4oC για 
5min. 
Τι γίνεται: Το διάλυμα C2 είναι κατοχυρωμένη με δίπλωμα ευρεσιτεχνίας 
τεχνολογία για την απομάκρυνση αναστολέα (IRT). Περιέχει αντιδραστήριο για 
την καθίζηση των οργανικών και ανόργανων υλικών συμπεριλαμβανομένων 
χουμικών ουσιών, κυτταρικών υπολειμμάτων και πρωτεϊνών που δεν είναι 
DNA. Είναι σημαντικό να απομακρυνθεί η μολυσματική οργανική και ανόργανη 
ύλη η οποία μπορεί να μειώσει την καθαρότητα του DNA και να αναστείλει τις 
κατάντη εφαρμογές του.  
9. Φυγοκέντρηση σε θερμοκρασία περιβάλλοντος για 1min στις 10,000 xg. 
10. Μεταφορά πάνω από 600μl υπερκείμενο σε καθαρό μικροσωλήνα των 2ml. 
Τι γίνεται: Το ίζημα που διαμορφώνεται σε αυτό το στάδιο περιέχει οργανικά 
και ανόργανα υλικά συμπεριλαμβανομένων χουμικών ουσιών, κυτταρικών 
υπολειμμάτων και πρωτεϊνών που δεν είναι DNA. Για την καλύτερη ποιότητα 
και απόδοση του ανακτώμενου DNA προτείνεται η αποφυγή μεταφοράς του 
ιζήματος μαζί με το υπερκείμενο. 
11. Προσθήκη 200μl διαλύματος C3 και σύντομο vortex. Επώαση στους 4oC για 
5min. 
Τι γίνεται: Το διάλυμα C3 είναι κατοχυρωμένη με δίπλωμα ευρεσιτεχνίας 
τεχνολογία για την απομάκρυνση αναστολέα (IRT). Είναι το δεύτερο 
αντιδραστήριο για την επιπλέον καθίζηση των οργανικών και ανόργανων 
υλικών συμπεριλαμβανομένων χουμικών ουσιών, κυτταρικών υπολειμμάτων 
και πρωτεϊνών που δεν είναι DNA. Είναι σημαντικό να απομακρυνθεί η 
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μολυσματική οργανική και ανόργανη ύλη η οποία μπορεί να μειώσει την 
καθαρότητα του DNA και να αναστείλει τις κατάντη εφαρμογές του.  
12. Φυγοκέντρηση σε θερμοκρασία περιβάλλοντος για 1min στις 10,000 xg. 
13. Μεταφορά πάνω από 750μl υπερκείμενο σε καθαρό μικροσωλήνα των 2ml 
(παρέχεται στο Kit) αποφεύγοντας το ίζημα. 
Τι γίνεται: Το ίζημα σε αυτό το στάδιο περιέχει οργανικά και ανόργανα υλικά 
συμπεριλαμβανομένων χουμικών ουσιών, κυτταρικών υπολειμμάτων και 
πρωτεϊνών που δεν είναι DNA. Για την καλύτερη ποιότητα και απόδοση του 
ανακτώμενου DNA προτείνεται η αποφυγή μεταφοράς του ιζήματος μαζί με το 
υπερκείμενο. 
14. Ανακίνηση για ανάμιξη του διαλύματος C4 πριν τη χρήση του. Προσθήκη 1.2ml 
από το διάλυμα C4 στο υπερκείμενο (προσοχή να μην υπερβεί το διάλυμα το 
χείλος του μικροσωλήνα) και vortex για 5sec. 
Τι γίνεται: Το διάλυμα C4 είναι ένα υψηλής περιεκτικότητας σε οξικό νάτριο. 
Καθώς το DNA είναι σφιχτά δεμένο την μεμβράνη πυριτικού οξέος σε υψηλές 
συγκεντρώσεις αλατιού, η προσθήκη του διαλύματος θα επιτρέψει τη σύνδεση 
του DNA, αλλά όχι της οργανικής και ανόργανης ύλης που δεν είναι DNA και 
μπορεί να είναι ακόμη παρούσα σε μικρές συγκεντρώσεις, με τα Spin Filters. 
15. Μεταφορά 675μl μέσα σε φίλτρα φυγοκέντρησης και φυγοκέντρηση στις 
10,000 xg για 1 min σε θερμοκρασία δωματίου. Απομάκρυνση του υγρού και 
προσθήκη επιπλέον 675μl από το υπερκείμενο στο φίλτρο φυγοκέντρησης και 
φυγοκέντρηση στις 10,000 xg για 1min σε θερμοκρασία δωματίου. Μεταφορά 
του υπόλοιπου υπερκείμενου στο φίλτρο φυγοκέντρησης και φυγοκέντρηση 
στις 10,000 xg για 1min σε θερμοκρασία δωματίου. 
Τι γίνεται: Το DNA επιλεκτικά προσδένεται στη μεμβράνη πυριτικού οξέος του 
φίλτρου φυγοκέντρησης εξαιτίας της υψηλής συγκέντρωσης του άλατος στο 
προστιθέμενο διάλυμα. Οι προσμείξεις περνούν από την μεμβράνη του 
φίλτρου αφήνοντας μόνο το DNA προσδεδεμένο στη μεμβράνη. 
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16. Προσθήκη 500μl από το διάλυμα C5 και φυγοκέντρηση σε θερμοκρασία 
περιβάλλοντος για 30sec στις 10,000g. 
Τι γίνεται: Το διάλυμα C5 είναι ένα διάλυμα πλύσης αιθανόλης το οποίο 
χρησιμοποιείται για περαιτέρω πλύση του DNA που είναι δεμένο στην 
μεμβράνη του φίλτρου φυγοκέντρησης. Το διάλυμα αυτό αφαιρεί τα 
υπολείμματα αλατιού, το χουμικό οξύ καθώς και τις άλλες προσμείξεις 
αφήνοντας μόνο το DNA δεμένο στη μεμβράνη. 
17. Απομάκρυνση του υγρού από το Collection Tube των 2ml. 
Τι γίνεται: Το υγρό αυτό περιέχει μόνο οργανικά και ανόργανα απόβλητα που 
δεν αποτελούν DNA και απομακρύνθηκαν από την μεμβράνη του φίλτρου 
φυγοκέντρησης με το διάλυμα πλύσης αιθανόλης. 
18. Φυγοκέντρηση σε θερμοκρασία περιβάλλοντος για 1min στις 10,000 xg. 
Τι γίνεται: Στο στάδιο αυτό απομακρύνονται τα υπολείμματα του διαλύματος 
C5 (διάλυμα πλύσης αιθανόλης). Είναι απαραίτητο να αφαιρεθούν όλα τα ίχνη 
του διαλύματος πλύσης καθώς η αιθανόλη που περιέχει το διάλυμα C5 μπορεί 
να παρέμβει και να επηρεάσει  πολλές από τις κατάντη εφαρμογές του DNA. 
19. Προσεκτική τοποθέτηση του φίλτρου φυγοκέντρησης σε καθαρό μικροσωλήνα 
των 2ml. 
20. Προσθήκη 100μl από το διάλυμα C6 στο κέντρο της άσπρης μεμβράνης του 
φίλτρου. 
Σημείωση: Τοποθετώντας το διάλυμα C6 (αποστειρωμένο ρυθμιστικό διάλυμα 
έκλουσης) στο κέντρο της μικρής λευκής μεμβράνης εξασφαλίζεται ότι το 
διάλυμα C6 κάλυψε ολόκληρη την μεμβράνη. Αυτό έχει ως αποτέλεσμα την 
αποτελεσματική και ολοκληρωτική αποδέσμευση του DNA από την μεμβράνη 
του Spin Filter. Καθώς το διάλυμα C6 περνάει μέσα από την μεμβράνη, το DNA 
το οποίο μέχρι πρότινος ήταν δεμένο πάνω στην μεμβράνη εξαιτίας της 
μεγάλης συγκέντρωσης άλατος, αποδεσμεύεται από το διάλυμα C6 το οποίο 
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στερείται άλατος. Εναλλακτικά μπορεί να χρησιμοποιηθεί αποστειρωμένο DNA-
Free PCR Grade Water για την αποδέσμευση του DNA από την μεμβράνη του 
Spin Filter σε αυτό το σημείο. Το διάλυμα C6 δεν περιέχει EDTA. Εάν η 
υποβάθμιση του DNA αποτελεί κίνδυνο το διάλυμα C6 μπορεί να 
αντικατασταθεί από το Sterile TE για την αποδέσμευση του DNA από το Spin 
Filter. 
21. Φυγοκέντρηση σε θερμοκρασία περιβάλλοντος για 30sec στις 10,000 xg και 
παραλαβή του DNA  που είναι έτοιμο για τις κατάντη εφαρμογές. Το DNA που 
παραλήφθηκε αποθηκεύτηκε στους -20oC μέχρι να χρησιμοποιηθούν 
περαιτέρω.  
2.3 Ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης 
Η ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης είναι μία μέθοδος που χρησιμοποιείται για το 
διαχωρισμό, την αναγνώριση και τον καθαρισμό τμημάτων DNA. Πρόκειται για μία 
διαδικασία κατά την οποία το αρνητικά φορτισμένο μόριο του DNA κινείται μέσα σε 
ένα πορώδες πήκτωμα αγαρόζης υπό την επίδραση ηλεκτρικού φορτίου. Μόρια 
νουκλεϊκών οξέων τα οποία διαφέρουν ως προς το ηλεκτρικό φορτίο, το μέγεθος 
και το σχήμα κινούνται με διαφορετικές ταχύτητες μέσα σε ηλεκτρικό πεδίο και έτσι 
είναι δυνατόν να διαχωριστούν διατηρώντας τις βιολογικές τους ιδιότητες 
(Κορτσινίδου, 2012).  
Η χρώση των τμημάτων DNA επιτυγχάνεται με χρωστικές που προσδένονται στο 
DNA όπως το βρωμιούχο αιθίδιο το οποίο παρεμβάλλεται ανάμεσα στα 
νουκλεοτίδια και φθορίζει όταν διεγείρεται με υπεριώδη ακτινοβολία (UV). 
Εκθέτοντας το πήκτωμα σε υπεριώδη ακτινοβολία τα τμήματα του DNA 
εμφανίζονται σαν μία σειρά από φωτεινές ζώνες, καθεμία από τις οποίες 
αντιστοιχεί σε ένα τμήμα συγκεκριμένου μεγέθους. Τα μεγέθη μπορούν να 
προσδιοριστούν με σύγκριση γνωστού μεγέθους μορίων DNA (Κορτσινίδου, 2012).  
Τα υλικά που χρησιμοποιούνται στην ηλεκτροφόρηση είναι: 
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 Ρυθμιστικό διάλυμα ΤΑΕ 50x (Tris-acetate-EDTA): 242g Tris Base, 57.1ml οξικό 
οξύ και 100ml EDTA (0.5M, pH 8) προστίθενται σε 1lt dΗ2Ο. 
 Ρυθμιστικό διάλυμα φόρτωσης 6x (Loading Buffer): 5ml γλυκερόλη, 1ml 
Bromophenol blue, 0.5ml TAE 20x και 3.5ml ddH2O 
 Αγαρόζη 
 Βρωμιούχο αιθίδιο (10mg/ml) 
 Ladder quick-load®, 2-log DNA Ladder (0.1-10.0kb) 
Η προετοιμασία της πηκτής αγαρόζης περιεκτικότητας 0.7% w/v περιλαμβάνει τα 
παρακάτω βήματα: 
1. Προσθήκη 0.28 g αγαρόζης σε 40ml ΤΑΕ 1x και τοποθέτηση σε φούρνο 
μικροκυμάτων για 2min προκειμένου να διαλυθεί η σκόνη αγαρόζης. 
2. Προσθήκη 1.5μl βρωμιούχου αιθίδιου στο διάλυμα και προσεκτική ανακίνηση. 
3. Μεταφορά του διαλύματος σε ειδική κασέτα και διατήρηση σε θερμοκρασία 
περιβάλλοντος έως ότου στερεοποιηθεί το υγρό. 
4. Τοποθέτηση της πηκτής αγαρόζης στη συσκευή ηλεκτροφόρησης. 
Η προετοιμασία των δειγμάτων ούτως ώστε να τρέξουν στην πηκτή περιλαμβάνει 
την προσθήκη 1μl loading buffer (επιτρέπει την εύκολη τοποθέτηση των δειγμάτων 
και την παρακολούθησή τους στην πηκτή) σε 3μl DNA. Τα δείγματα στη συνέχεια 
φορτώνονται στα πηγάδια της πηκτής αγαρόζης με το πρώτο πηγάδι πάντα να 
φορτώνεται με 3μl ladder. Αφού τοποθετηθούν όλα τα δείγματα πραγματοποιείται 
ηλεκτροφόρηση με τη βοήθεια τροφοδοτικού στα 90V. Η παρατήρηση του DNA 
γίνεται με έκθεση της πηκτής σε υπεριώδη ακτινοβολία.  
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2.4 Ποσοτικοποίηση DNA με σύστημα Qubit™  
Η ποσοτικοποίηση του DNA πραγματοποιείται πριν τη PCR πραγματικού χρόνου, 
προς ενίσχυση συγκεκριμένης αλληλουχίας βάσεων, ούτως ώστε όλα τα δείγματα 
που θα λάβουν μέρος να έχουν ίδια αρχική συγκέντρωση σε DNA (0.2ng DNA/μl). 
Με τον τρόπο αυτό τα διαφορετικά αποτελέσματα που τυχόν θα προκύψουν θα 
οφείλονται στις αντιδράσεις που λαμβάνουν χώρα στην PCR πραγματικού χρόνου 
και όχι στις διαφορετικές αρχικές συγκεντρώσεις των δειγμάτων σε DNA. 
Η ποσοτικοποίηση του DNA γίνεται με το φθορισμόμετρο Qubit™ Assays. Σύμφωνα 
με το πρωτόκολλο η διαδικασία μέτρησης είναι η εξής: 
1. Χρήση δύο μικροσωλήνων για τα πρότυπα και ενός μικροσωλήνα για κάθε 
δείγμα. 
Σημείωση: Τα δύο πρότυπα μετρούνται πρώτα. Το ένα περιέχει την ελάχιστη 
συγκέντρωση DNA ενώ το άλλο τη μέγιστη. Με τον τρόπο αυτό κατασκευάζεται  
καμπύλη αναφοράς σύμφωνα με την οποία ποσοτικοποιείται το DNA στα  
δείγματα.  
2. Προετοιμασία του διαλύματος εργασίας διαλύοντας το Qubit™ reagent 1:200 
σε ρυθμιστικό Qubit™ buffer. 
3. Προετοιμασία των σωλήνων μέτρησης σύμφωνα με τον Πίνακα 2.2. 
 
Standard 
Assay Tubes  
User Sample 
Assay Tubes 
Όγκος διαλύματος εργασίας  190μl 180-199μl 
Όγκος πρότυπου διαλύματος 10μl _ 
Όγκος δείγματος που πρέπει 
να προστεθεί  
- 
1-20μl 
Συνολικός όγκος  200μL 200μl 
Πίνακας 2.2 Προετοιμασία των δειγμάτων για προσδιορισμό της συγκέντρωσης DNA με 
το φθορισμόμετρο Qubit. 
4. Vortex όλων των μικροσωλήνων για 2-3sec. 
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5. Επώαση των δειγμάτων για 2min σε θερμοκρασία δωματίου. 
6. Μέτρηση σε σύστημα Qubit 2.0 Fluometer. 
2.5 Εκτίμηση του πληθυσμού των βακτηρίων με PCR 
πραγματικού χρόνου 
Η διαδικασία εκτίμησης του πληθυσμού των βακτηρίων χωρίζεται σε δύο μέρη. Το 
πρώτο περιλαμβάνει την κατασκευή της πρότυπης καμπύλης και το δεύτερο την 
ποσοτικοποίηση των άγνωστων δειγμάτων σύμφωνα με την καμπύλη. Η 
ποσοτικοποίηση και ο προσδιορισμός των άγνωστων δειγμάτων στην παρούσα 
μελέτη έγινε με χρήση της απόλυτης ποσοτικοποίησης γι αυτό και είναι απαραίτητη 
η κατασκευή της πρότυπης καμπύλης. 
2.5.1   Κατασκευή πρότυπης καμπύλης 
Η κατασκευή της πρότυπης καμπύλης περιλαμβάνει τα στάδια που ακολουθούν. 
2.5.1.1 Ενίσχυση συγκεκριμένης αλληλουχίας βάσεων με PCR 
πραγματικού χρόνου 
Σε αυτό το στάδιο η PCR πραγματικού χρόνου επιτρέπει τον πολλαπλασιασμό 
προεπιλεγμένης αλληλουχίας βάσεων DNA σε πολλά αντίγραφα σε πραγματικό 
χρόνο.  
Αρχικά κατασκευάζεται το διάλυμα της αντίδρασης της PCR πραγματικού χρόνου 
(master mix), το οποίο περιέχει: 
 5μl από το ρυθμιστικό διάλυμα SYBRfast  
 0.1μl από τους εκκινητές Εub 338 και Eub 518 αντίστοιχα 
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Στον πίνακα 2.3 που ακολουθεί δίνονται οι αλληλουχίες των εκκινητών που 
χρησιμοποιήθηκαν για την αντίδραση της PCR πραγματικού χρόνου (Bansal et 
al, 2011).   
Εκκινητές Αλληλουχία εκκινητών  (5' to 3') 
Eub 338 ACTCCTACGGGAGGCAGCAG 
Eub 518 ATTACCGCGGCTGCTGG 
Πίνακας 2.3 Εκκινητές που χρησιμοποιηθήκαν στην PCR πραγματικού χρόνου για ολικά 
βακτήρια     
 0.2μl από την φθορίζουσα Rox Low 
 0.4μl από το διάλυμα Bovine Serum Albumin (BSA) 
Σημείωση: Το διάλυμα BSA χρησιμοποιείται ως παράγοντας αποκλεισμού των 
αναστολέων της πολυμεράσης που συνήθως περιέχονται σε DNA εδάφους 
όπως χουμικά οξέα 
 3.2μl νερό 
 1 μl DNA 
Στον πίνακα 2.4 που ακολουθεί παρουσιάζεται το θερμοκυκλοποιητικό πρόγραμμα 
που ακολουθήθηκε για την εκτίμηση του αριθμού αντιγράφων του 16S rRNA των 
βακτηρίων με PCR πραγματικού χρόνου. 
Θερμοκρασία Χρόνος Κύκλοι Στάδιο 
95oC 3 min 1 Αποδιάταξη 
95 oC 15 sec 35 Αποδιάταξη 
63 oC 15 sec 35 Υβριδοποίηση 
95 oC 1 min 1 
 55 oC 30 sec 1 Καμπύλη Αποδιάταξης 
95 oC 30 sec 1 
 
Πίνακας 2.4 Θερμοκυκλοποιητικές συνθήκες για την εκτίμηση του βακτηριακού πληθυσμού στα 
δείγματα βιομίγματος των βιοκλινών με  PCR πραγματικού χρόνου. 
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2.5.1.2 Εξαγωγή DNA από πηκτή αγαρόζης 
Μετά την αντίδραση της PCR πραγματικού χρόνου το προϊόν που προκύπτει 
ελέγχεται με ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης περιεκτικότητας 1.3% w/v.  Η 
προετοιμασία της πηκτής αγαρόζης 1.3% w/v περιλαμβάνει τα παρακάτω βήματα: 
1. Προσθήκη 0.91gr αγαρόζης σε 70ml ΤΑΕ 1x και τοποθέτηση σε φούρνο 
μικροκυμάτων για 2min προκειμένου να διαλυθεί η σκόνη αγαρόζης. 
2. Προσθήκη 2μl βρωμιούχο αιθίδιο στο διάλυμα και προσεκτική ανακίνηση. 
3. Μεταφορά του διαλύματος σε ειδική κασέτα και διατήρηση σε θερμοκρασία 
περιβάλλοντος έως ότου στερεοποιηθεί το υγρό. 
4. Τοποθέτηση της πηκτής αγαρόζης στη συσκευή ηλεκτροφόρησης. 
Η προετοιμασία των δειγμάτων ούτως ώστε να τρέξουν στην πηκτή περιλαμβάνει 
την προσθήκη 1μl loading buffer (ρυθμιστικό διάλυμα για έλεγχο των συνθηκών της 
αντίδρασης) σε 10μl PCR προϊόντος. Τα δείγματα στη συνέχεια φορτώνονται στα 
πηγάδια της πηκτής αγαρόζης με το πρώτο πηγάδι πάντα να φορτώνεται με 3μl 
ladder. Η συσκευή ηλεκτροφόρησης τίθεται σε λειτουργία και το DNA τρέχει από 
τον αρνητικά φορτισμένο πόλο προς τον θετικό. Μετά το πέρας επαρκούς χρόνου 
ελέγχεται η εικόνα του DNA σε συσκευή UV, στη συνέχεια αποθηκεύεται σε δισκέτα 
και μετά σε υπολογιστή. 
Στη συνέχεια πραγματοποιείται εξαγωγή DNA από την πηκτή αγαρόζης με τη 
βοήθεια του NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up kit. Η εξαγωγή DNA από την πηκτή 
αγαρόζης σύμφωνα με το πρωτόκολλο ακολουθεί τα παρακάτω βήματα: 
1. Αποκοπή της ζώνης DNA και διαλυτοποίηση της πηκτής αγαρόζης 
Με αποστειρωμένο νυστέρι γίνεται αποκοπή της ζώνης DNA από την πηκτή 
αγαρόζης και αφαιρούνται όλα τα πρόσθετα αγαρόζης. Ζυγίζεται το κομμάτι 
της πηκτής και τοποθετείται σε καθαρό σωλήνα. Για κάθε 100mg πηκτής 
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αγαρόζης περιεκτικότητας < 2% γίνεται προσθήκη 200μl Buffer NT1. Για τις 
πηκτές αγαρόζης περιεκτικότητας > 2% διπλασιάζεται ο όγκος του Buffer NT1 
που προστίθεται. Επώαση των δειγμάτων για 5-10min στους 50oC. Σύντομο 
vortex των δειγμάτων για 2-3min μέχρι η πηκτή αγαρόζης να διαλυθεί τελείως. 
2. Δέσμευση του DNA 
Τοποθέτηση της NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up στήλης σε καθαρό 
μικροσωλήνα των 2ml και προσθήκη 700μl δείγματος. Φυγοκέντρηση για 30sec 
στις 11,000 xg. Απομάκρυνση του υγρού από τον μικροσωλήνα και 
επανατοποθέτηση της στήλης στον μικροσωλήνα. Προσθήκη του 
εναπομείναντος δείγματος, εάν θεωρηθεί απαραίτητο, και επανάληψη του 
σταδίου της φυγοκέντρησης. 
3. Πλύση της μεμβράνης του φίλτρου 
Προσθήκη 700μl από το Buffer NT3 στην NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up 
στήλη.  Φυγοκέντρηση για 30sec στις 11,000χg. Απομάκρυνση του υγρού από 
το σωλήνα και επανατοποθέτηση της στήλης στον σωλήνα. 
4. Ξήρανση της μεμβράνης του φίλτρου 
Φυγοκέντρηση για 1min στις 11,000χg για να απομακρυνθεί τελείως το Buffer 
NT3. Αποφυγή επαφής της κολώνας με το υγρό κατά τη διάρκεια 
απομάκρυνσής της από το μικροσωλήνα. 
Σημείωση: Υπολείμματα αιθανόλης από το Buffer NT3 μπορεί να 
παρεμποδίσουν τις ενζυματικές αντιδράσεις. Ολοκληρωτική απομάκρυνση της 
αιθανόλης μπορεί να επιτευχθεί με επώαση της κολώνας για 2-5min στους 70oC 
προτού εκλουσθεί η μεμβράνη. 
5. Έκλουση του DNA 
Τοποθέτηση της NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up στήλης σε νέο 
μικροσωλήνα των 1.5ml. Προσθήκη 20-25μl νερού και επώαση σε θερμοκρασία 
δωματίου (18-25oC) για 1min. Φυγοκέντρηση για 1min στις 11,000g. 
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Τέλος γίνεται έλεγχος του ανακτώμενου DNA σε πηκτή αγαρόζης περιεκτικότητας 
0.7% w/v. 
2.5.1.3 Ένθεση του καθαρισμένου προϊόντος PCR σε πλασμιδιακό φορέα 
κλωνοποίησης 
Για την κλωνοποίηση του DNA μετά την PCR πραγματικού χρόνου, το PCR προϊόν 
εισάγεται σε pGEM πλασμιδιακό φορέα κλωνοποίησης. Ο pGEM είναι 
ευθυγραμμισμένος φορέας ο οποίος στα δύο άκρα του φέρει μονή 3’-τελική θυμίνη 
(Στους). Οι Στους-προεξοχές στους θέσεις εισαγωγής βελτιώνουν σημαντικά την 
αποτελεσματικότητα της ένθεσης του PCR προϊόντος εμποδίζοντας την 
ανακυκλοποίηση του φορέα και παρέχοντας μία συμβατή προεξοχή για τα PCR 
προϊόντα. 
Αρχικά υπολογίζεται η ποσότητα (ng) του PCR προϊόντος που θα εισαχθεί στον 
φορέα κλωνοποίησης σύμφωνα με τον τύπο: 
                               
                 
                                          
Η συγκέντρωση του PCR προϊόντος εκτιμάται με τη βοήθεια πηκτής αγαρόζης 
περιεκτικότητας 0.7% w/v.       
Η προετοιμασία των δειγμάτων ούτως ώστε να τρέξουν στην πηκτή περιλαμβάνει 
την προσθήκη 1μl loading buffer σε 5μl PCR προϊόντος. Μετά την ηλεκτροφόρηση 
ελέγχεται η εικόνα της πηκτής. Η μπάντα του PCR προϊόντος συγκρίνεται με την 
μπάντα του ladder και εμπειρικά βρίσκεται με ποια αλληλουχία βάσεων του ladder 
συμπίπτει η αλληλουχία βάσεων του PCR προϊόντος. Για τα ολικά βακτήρια οι 
βάσεις είναι 200bp. 
Στη συνέχεια κατασκευάζεται αντιδραστήριο για τα ολικά βακτήρια το οποίο 
περιέχει: 
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 5μl από το 2x Buffer 
 0.5μl από τον φορέα κλωνοποίησης pGEM 
 1μl από το ένζυμο λιγάση 
 1.5μl από το PCR προϊόν 
 2μl νερό 
Τέλος το αντιδραστήριο επωάζεται για 16-18h στους 4oC. 
2.5.1.4 Μετασχηματισμός του πλασμιδιακού φορέα σε δεκτικά κύτταρα E. 
Coli 
Μετά την εισαγωγή του DNA στον φορέα κλωνοποίησης (πλασμίδιο), το πλασμίδιο 
μεταφέρεται σε δεκτικά κύτταρα E. coli DH5α με την διαδικασία που 
μετασχηματισμού που περιγράφεται παρακάτω:  
1. Διατήρηση των δεκτικών κυττάρων (φυλάσσονται στους -80oC) σε πάγο έως 
ότου ξεπαγώσουν. 
2.  Ανάμιξη 80μl δεκτικών κυττάρων με 2μl πλασμιδίου υπό ασηπτικές συνθήκες. 
3. Επώαση για 30min σε πάγο. 
4. Υδατόλουτρο για 55sec στους 42oC. 
5. Επώαση για 2min σε πάγο. 
6. Προσθήκη 200μl LB. 
To LB είναι θρεπτικό υπόστρωμα το οποίο περιέχει: 
 2g NaCl 
 2g Cazein 
 2.5g Yeast extract 
 H2O μέχρι τα 200ml 
7. Επώαση για 60min στους 37oC και τακτική ανάδευση. 
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8. Προσθήκη 50μl x-gal (φυλάσσεται στους -20oC) και 10μl IPTG (φυλάσσεται 
στους 4oC) 
9. Επίστρωση σε τρυβλίο. 
Τα τρυβλία έχουν θρεπτικό υπόστρωμα LB που περιέχει: 
 5g NaCl 
 5g Cazein 
 2.5g Yeast extract 
 7.5g agar (1.5%) 
 H2O μέχρι τα 500ml 
 1ml αμπικιλίνη συγκέντρωσης 100mg/ml 
Σημείωση: Η αμπικιλίνη προστίθεται αφού το διάλυμα αναδευτεί και 
αποστειρωθεί. 
10. Επώαση στους 37oC για 16-18h. 
2.5.1.5 Επιλογή αποικιών με ανθεκτικότητα στην αμπικιλίνη και 
ανάπτυξη τους σε θρεπτικό υλικό LB 
Μετά το πέρας των 18h επώασης, ελέγχονται οι αποικίες που εμφανίζονται στα 
τρυβλία. Οι αποικίες διαχωρίζονται στις λευκές και στις γαλάζιες. Οι λευκές αποικίες 
θεωρούνται ως θετικές ως προς την εισαγωγή του ενθέματος στον πλασμιδιακό 
φορέα και επιλέγονται για περαιτέρω μελέτη. Οι λευκές αποικίες επιλέγονται από 
τα τριβλία υπό ασηπτικές συνθήκες με οδοντογλυφίδα και μεταφέρονται σε δοχείο 
που περιέχει: 
 5ml θρεπτικού υποστρώματος LB  
 5μl αμπικιλίνη συγκέντρωσης 100mg/ml 
Τα δοχεία στη συνέχεια μεταφέρονται σε θερμαινόμενο αναδευόμενο επωαστήρα 
στους 37oC όπου και παραμένουν για 16-18h 
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2.5.1.6 Απομόνωση πλασμιδίων  
Η απομόνωση του πλασμιδίου από τα δεκτικά κύτταρα E. coli που περιέχουν τον 
πλασμιδιακό φορέα με το ένθεμα γίνεται με τη βοήθεια του NucleoSpin® Plasmid / 
Plasmid (NoLid). 
Σύμφωνα με το πρωτόκολλο η διαδικασία απομόνωσης των πλασμιδίων είναι η 
εξής: 
1. Καλλιέργεια και συγκομιδή των βακτηριακών κυττάρων 
Παραλαβή του βακτηριακού ιζήματος των μετασχηματισμένων βακτηρίων 
E.coli   με φυγοκέντρηση για 30sec στις 11,000g 5-10ml καλλιέργειας σε LB. 
Απόρριψη του υπερκείμενου και αφαίρεση όσο περισσότερου υγρού είναι 
δυνατό. 
2. Λύση κυττάρων 
Προσθήκη 500μl Buffer A1, επαναδιαλυτοποίηση του ιζήματος με Vortex ή 
πιπέτα. Έλεγχος του μίγματος ώστε να μην υπάρχουν εναπομείναντα 
συσσωματώματα κυττάρων προτού προστεθεί το Buffer A2.  
Προσθήκη 500μl Buffer A2. Ανάμιξη με ανακίνηση του μικροσωλήνα για 6-8 
φορές. Επώαση σε θερμοκρασία περιβάλλοντος για 5min ή μέχρι το διάλυμα 
να εμφανιστεί καθαρό. 
Προσθήκη 600μl Buffer A3. Ανάμιξη με ανακίνηση του μικροσωλήνα 6-8 φορές.  
3. Καθαρισμός του διαλύματος 
Φυγοκέντρηση για 10min στις 11,000g σε θερμοκρασία περιβάλλοντος. 
4. Δέσμευση του DNA 
Τοποθέτηση της NucleoSpin® Plasmid / Plasmid (NoLid) στήλης μέσα σε καθαρό 
μικροσωλήνα των 2ml και προσθήκη 750μl υπερκείμενου. Φυγοκέντρηση για 
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1min στις 11,000χg. Απομάκρυνση του υγρού από τον μικροσωλήνα και 
επανατοποθέτηση της στήλης εντός του μικροσωλήνα.  
5. Πλύση της μεμβράνης του φίλτρου 
Προσθήκη 500μl Buffer AW προθερμασμένο στους 50oC και φυγοκέντρηση για 
1min στις 11,000χg. Απομάκρυνση του υγρού από το μικροσωλήνα και 
επανατοποθέτηση της NucleoSpin® Plasmid / Plasmid (NoLid) στήλης στον 
μικροσωλήνα. 
Προσθήκη 600μl Buffer A4 (περιέχει αιθανόλη) και φυγοκέντρηση για 1min στις 
11,000χg. Απομάκρυνση του υγρού και επανατοποθέτηση της στήλης στο 
μικροσωλήνα.  
6. Ξήρανση της μεμβράνης του φίλτρου 
Φυγοκέντρηση για 2min στις 11,000g και απόρριψη του εκπλύματος που 
συλλέγεται. 
7. Έκλουση του DNA 
Τοποθέτηση της NucleoSpin® Plasmid / Plasmid (NoLid) στήλης σε καθαρό 
μικροσωλήνα των 1.5ml και προσθήκη 50μl Buffer AE προθερμασμένο στους 
70oC. Επώαση για 2min στους 70oC. Φυγοκέντρηση για 1min στις 11,000xg και 
παραλαβή του DNA. 
2.5.1.7 Ποσοτικοποίηση πλασμιδίων με σύστημα Qubit™   
Σε αυτό το στάδιο ποσοτικοποιούνται τα πλασμίδια προκειμένου στη συνέχεια να 
υπολογιστούν τα αντίγραφα του DNA που παρήχθησαν. Η ποσοτικοποίηση των 
πλασμιδίων  γίνεται με το Qubit™ Assays και η διαδικασία είναι ακριβώς η ίδια 
όπως αναγράφεται στην παράγραφο 2.4. 
Τα αντίγραφα του DNA υπολογίζονται από τον παρακάτω τύπο: 
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2.5.1.8 Αραιώσεις πλασμιδίων 
Μετά τον υπολογισμό των αντιγράφων DNA πραγματοποιούνται αραιώσεις των 
πλασμιδίων ούτως ώστε να προκύψουν γνωστές συγκεντρώσεις αντιγράφων DNA 
σύμφωνα με τις οποίες κατασκευάζεται η καμπύλη αναφοράς. Για την κατασκευή 
της καμπύλης αναφοράς χρησιμοποιούνται οι διαδοχικές αραιώσεις των 
πλασμιδίων από 3.6x1010 έως 3.6x100 αντίγραφα γονιδίου. Από κάθε αραίωση 
χρησιμοποιήθηκαν 3 επαναλήψεις. 
2.5.1.9 Δημιουργία καμπύλης αναφοράς με χρήση της PCR πραγματικού 
χρόνου 
Για τη δημιουργία της καμπύλης αναφοράς γίνεται χρήση της PCR πραγματικού 
χρόνου.  Κατασκευάζεται το master mix το οποίο περιέχει: 
 5μl Sybr fast 
 0.1μl Eub338 & 0.1μl Eub518 
 0.2μl Rox Low 
 0.4μl BSA 
 3.2μl Η2Ο 
 1 μl DNA 
2.5.2 Ποσοτικοποίηση άγνωστων δειγμάτων με χρήση της PCR 
πραγματικού χρόνου  
Για την ποσοτικοποίηση του DNA των 54 άγνωστων δειγμάτων γίνεται χρήση της 
PCR πραγματικού χρόνου. 
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Η αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης πραγματικού χρόνου (qPCR) 
χρησιμοποιείται για την ποσοτικοποίηση της αφθονίας μικροοργανισμών σε ένα 
δείγμα μέσω της μέτρησης του πλήθους των αντιγράφων ενός γονιδίου-δείκτη 
όπως είναι το 16S rRNA. Η q-PCR χρησιμοποιείται για την μελέτη της έκφρασης 
γονιδίων και στην περίπτωση αυτή ως εκμαγείο χρησιμοποιείται cDNA αντί DNA. Η 
παρακολούθηση της σύνθεσης του DNA που παράγεται στην αντίδραση γίνεται με 
τη σήμανση των αντιγράφων με φθορίζοντα μόρια κατά τα πρώτα στάδια της 
αντίδρασης. Ο φθορισμός που εκπέμπεται από αυτά τα μόρια μετράται σε κάθε 
κύκλο και συμβάλλει στην ποσοτικοποίηση του προϊόντος. Η ένταση του φθορισμού 
αυξάνεται σταδιακά σε συνάρτηση με την αύξηση των αντιγράφων που 
πραγματοποιούνται σε κάθε κύκλο της αντίδρασης (Ρουσίδου, 2010). 
Τα προϊόντα της qPCR ανιχνεύτηκαν με τη βοήθεια της χρωστικής SYBR Green η 
οποία προσδένεται στο DNA χωρίς κάποια προτίμηση για συγκεκριμένες 
αλληλουχίες και εκπέμπει φθορισμό μόνο όταν παρεμβάλλεται στη διπλή έλικα. Το 
κύριο πλεονέκτημα της συγκεκριμένης χρωστικής είναι η δυνατότητα χρήσης της με 
οποιοδήποτε ζευγάρι εκκινητών και για την ενίσχυση οποιασδήποτε αλληλουχίας-
στόχου. Το μειονέκτημα της SYBR Green είναι ότι προσδένεται κατά την αντίδραση 
ενίσχυσης στα δίκλωνα μόρια DNA που συντίθενται στα οποία συμπεριλαμβάνονται 
πιθανά διμερή των εκκινητών καθώς και μη ειδικά προϊόντα που ενδέχεται να 
προκύψουν. Η καμπύλη αποδιάταξης είναι η λύση του προβλήματος η οποία 
διευκολύνει τη διαδικασία βελτιστοποίησης των συνθηκών δίνοντας τη δυνατότητα 
διαχωρισμού του φθορισμού που προκύπτει από την ενίσχυση της αλληλουχίας 
στόχου από τον φθορισμό που οφείλεται στα διμερή των εκκινητών ή στα μη ειδικά 
προϊόντα (Κορτσινίδου, 2012; Ρουσίδου, 2010). 
Ο τρόπος λειτουργία της χρωστικής SYBR Green παρουσιάζεται στην εικόνα 2.2 που 
ακολουθεί. 
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Εικόνα 2.2 Τρόπος λειτουργίας της χρωστικής SYBR Green I. Όταν βρίσκεται ελεύθερη στο διάλυμα 
δεν παράγεται φθορισμός, ενώ με την ενσωμάτωσή της στο DNA κατά τη σύνθεσή του και τη 
διέγερσή της με κατάλληλη ακτινοβολία παράγεται φθορισμός (Λαζανάκη, 2010) 
Από τη μέτρηση της αύξησης του φθορισμού σε κάθε κύκλο της αντίδρασης 
προκύπτει η καμπύλη ενίσχυσης. Οι τέσσερεις φάσεις της καμπύλης είναι οι εξής: 
1. Η φάση στην οποία τα επίπεδα του ενδογενή φθορισμού (background 
fluorescence) είναι υψηλότερα από τα επίπεδα του φθορισμού που 
προέρχονται από τα προϊόντα των πρώτων κύκλων της qPCR. 
2. Η εκθετική φάση. Είναι η φάση κατά την οποία έχει αρχίσει ο 
πολλαπλασιασμός της προεπιλεγμένης αλληλουχίας DNA. Σε αυτή τη φάση η 
αντίδραση είναι πολύ αποτελεσματική και σε κάθε κύκλο διπλασιάζεται η 
προεπιλεγμένη αλληλουχία DNA. 
3. Η γραμμική φάση. Είναι η φάση στην οποία παρατηρείται μειωμένη παραγωγή 
αντιγράφων της αλληλουχίας DNA εξαιτίας της μείωσης της ενεργότητας των 
αντιδραστηρίων. 
4. Η φάση κορεσμού. Στη φάση αυτή έχει σταματήσει η αντίδραση PCR καθώς και 
η παραγωγή νέων αντιγράφων εξαιτίας της εξάντλησης των αντιδραστηρίων. 
Στην εικόνα 2.3 που ακολουθεί παρουσιάζονται οι φάσεις της καμπύλης 
ενίσχυσης. 
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Εικόνα 2.3 Η καμπύλη παρουσιάζει τις τρεις φάσεις στις οποίες διακρίνεται η διαδικασία της PCR.  
Α) Εκθετική φάση (Exponential phase), B) Γραμμική φάση (Linear phase) και Γ) Φάση Πλατώ 
(Plateau) (Van Guilder et al, 2008) 
Κατά την εκθετική φάση η ποσότητα των συντιθέμενων προϊόντων είναι ανάλογη 
της αρχικής ποσότητας με αποτέλεσμα να δύναται η ποσοτικοποίηση των 
άγνωστων δειγμάτων. Σημαντική παράμετρος στην ποσοτικοποίηση αποτελεί η τιμή 
Ct. Η τιμή Ct αποτελεί τον αριθμό των κύκλων που απαιτείται να 
πραγματοποιηθούν κατά τη διάρκεια της αντίδρασης ενίσχυσης προκειμένου η τιμή 
του παρατηρούμενου φθορισμού να προσεγγίζει ένα συγκεκριμένο όριο – κατώφλι 
(threshold). Η τιμή του ορίου αυτού ορίζεται πάνω από την αντίστοιχη του μη-
ειδικού σήματος (background). Όσο υψηλότερη είναι η αρχική συγκέντρωση του 
γονιδίου στόχου τόσο μικρότερη είναι η τιμή Ct.  
Για την πραγματοποίηση των αντιδράσεων της qPCR παρασκευάζεται master mix το 
οποίο περιέχει: 
 5μl SYBRfast mix 
 0.1μl από καθένα από τους δύο εκκινητές (Eub338 - Eub518) 
 0.2μl Rox Low 
 0.4μl BSA 
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 3.2μl Η2Ο 
Σε πιατάκι 96 θέσεων τοποθετούνται πρώτα τα δείγματα για την δημιουργία της 
καμπύλης αναφοράς (9μl master mix και 1μl από τις αραιώσεις των πλασμιδίων) και 
στη συνέχεια τα δείγματα  (9μl master mix και 1μl DNA κατάλληλα αραιωμένο ώστε 
να περιέχει 0.2ng DNA από κάθε δείγμα) ενώ διάσπαρτα βρίσκονται τα τυφλά 
δείγματα τα οποία αποτελούνται από το master mix χωρίς να έχει προστεθεί DNA  . 
Το πιατάκι τοποθετείται σε σύστημα Stratagene q-PCR σύμφωνα με το 
θερμοκυκλοποιητικό πρόγραμμα που δίνεται στον Πίνακα 2.4.  
Thermal Set up Profile 
Θερμοκρασία Χρόνος Κύκλοι Στάδιο 
95oC 3 min 1 Αποδιάταξη 
95 oC 15 sec 35 Αποδιάταξη 
63 oC 15 sec 35 Υβριδοποίηση 
95 oC 1 min 1 
 55 oC 30 sec 1 Καμπύλη Αποδιάταξης 
95 oC 30 sec 1 
 
Πίνακας 2.4 Θερμοκυκλοποιητικό πρόγραμμα  της PCR πραγματικού χρόνου για την εκτίμηση της 
αφθονίας των βακτηρίων στα δείγματα βιομίγματος από τις βιοκλίνες. 
Κατά τη διάρκεια της αποδιάταξης το επιλεγμένο τμήμα δίκλωνου DNA 
υποβάλλεται σε θερμοκρασία 95°C προκειμένου να επιτευχθεί ο διαχωρισμός των 
αλυσίδων του.  
Κατά τη διάρκεια της υβριδοποίησης η θερμοκρασία μειώνεται στους 63°C 
προκειμένου να επιτευχθεί η ένωση των εκκινητών με τις συμπληρωματικές 
αλληλουχίες του DNA σε κάθε αλυσίδα. 
Το στάδιο της επιμήκυνσης έχει αφαιρεθεί από την PCR πραγματικού χρόνου για τα 
ολικά βακτήρια καθώς η προεπιλεγμένη αλληλουχία προς ενίσχυση διαθέτει μόνο 
200bp.  
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Στην εικόνα 2.1 που ακολουθεί παρουσιάζονται τα βασικά στάδια της αλυσιδωτής 
αντίδρασης πολυμεράσης. 
 
Εικόνα 2.1 Τα βασικά στάδια της αλυσιδωτής αντίδρασης πολυμεράσης (PCR). Στάδιο 1 (Step 1): 
Αποδιάταξη της διπλής αλυσίδας του τμήματος DNA (denaturation), Στάδιο 2 (Step 2): ένωση των 
εκκινητών σε κάθε αλυσίδα (annealing), Στάδιο 3 (Step 3): Σύνθεση των νέων μορίων DNA 
(extension) (Πολίτη, 2012) 
2.6 Στατιστική ανάλυση αποτελεσμάτων 
Τα δεδομένα που προέκυψαν αναλύθηκαν στατιστικά με ανάλυση 
παραλλακτικότητας μίας ή δύο μεταβλητών χρησιμοποιώντας τα στατιστικά πακέτα 
Gen Stat 11th Edition (VSN International Ltd) και SPSS 11. Η στατιστική ανάλυση των 
αποτελεσμάτων πραγματοποιήθηκε προκειμένου να   διαπιστωθεί η επίδραση των 
παραγόντων “χρόνος”, “βάθος”, “βιοκλίνη” και “βιοεμπλουτισμός” στη αφθονία 
των βακτηρίων στις βιοκλίνες. Οι επιδράσεις αξιολογήθηκαν αρχικά με ανάλυση 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 03:33:27 EET - 137.108.70.7
50 
 
παραλλακτικότητας δύο μεταβλητών και το επίπεδο σημαντικότητας ορίστηκε στο 
0.05. Για τις περιπτώσεις που παρατηρήθηκαν σημαντικές αλληλεπιδράσεις μεταξύ 
των παραγόντων χρησιμοποιήθηκε το Tukeys test για να διαπιστωθούν πιθανές 
σημαντικές επιδράσεις του ενός από τους δύο παράγοντες.   
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 3: ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 
3.1 Αποτελέσματα εξαγωγής DNA από δείγματα εδάφους 
Πραγματοποιήθηκε εξαγωγή DNA από δείγματα βιομίγματος από τις διάφορες 
βιοκλίνες και στη συνέχεια ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα αγαρόζης 0.7% (Εικόνα 
3.1). 
 
Εικόνα 3.1 Ενδεικτική εικόνα ηλεκτροφόρησης σε πηκτή αγαρόζης 0.7% εκχυλισμένου DNA από 
δείγματα βιομίγματος της βιοκλίνης 4. Γραμμή 1: DNA ladder (3μl), Γραμμές 2,3: DNA από 
δείγματα βιομίγματος που συλλέχθηκαν από τον ορίζοντα 0-20 cm, Γραμμές 4-6 και 7-9 DNA από 
δείγματα βιομίγματος που συλλέχθηκαν από τους ορίζοντες 20-40 και 40-60 cm αντίστοιχα. Σε 
κάθε πηγάδι φορτώθηκαν 3μl DNA και 1μl buffer.  
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 03:33:27 EET - 137.108.70.7
52 
 
3.2 Αποτελέσματα PCR πραγματικού χρόνου 
Η ποσοτικοποίηση των κοινοτήτων των βακτηρίων στα δείγματα εδάφους έγινε με 
χρήση της PCR πραγματικού χρόνου. Στη συνέχεια πραγματοποιήθηκε ο 
προσδιορισμός του αριθμού των αντιγράφων των βακτηρίων με τη βοήθεια της 
καμπύλης αναφοράς. Η καμπύλη αναφοράς κατασκευάστηκε από διαδοχικές 
αραιώσεις ανασυνδιασμένων πλασμιδίων γνωστής συγκέντρωσης και παρουσιάζει 
γραμμικότητα r2 = 0.993, στο εύρος τιμών 3.6x107 έως 3.6x103 αντίγραφων του 16S 
rRNA γονιδίου όπως φαίνεται στην Εικόνα 3.2. 
 
Εικόνα 3.2 Καμπύλη αναφοράς για την ποσοτικοποίηση του αριθμού αντιγράφων του γονιδίου 16S 
rRNA των βακτηρίων στα δείγματα από το βιομίγμα των πιλοτικών βιοκλινών.  
Όπως φαίνεται από την πρότυπη καμπύλη τα άγνωστα δείγματα βρίσκονται εντός 
των τιμών της πρότυπης καμπύλης. 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 03:33:27 EET - 137.108.70.7
53 
 
Στην Εικόνα 3.3 που ακολουθεί παρουσιάζεται η καμπύλη ενίσχυσης  
 
Εικόνα 3.2 Καμπύλη ενίσχυσης της q-PCR για την εκτίμηση του πληθυσμού των βακτηρίων στα δείγματα 
βιομίγματος από τις πρότυπες βιοκλίνες. 
Όσο μεγαλύτερός είναι ο αριθμός αντιγράφων της αλληλουχίας-στόχου στο κάθε 
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Στην Εικόνα 3.3 που ακολουθεί παρουσιάζεται η καμπύλη αποδιάταξης.   
 
Εικόνα 3.2 Καμπύλη αποδιάταξης του δίκλωνου DNA στην οποία εμφανίζονται διαφορετικές κορυφές. Η 
υψηλότερη κορυφή αντιστοιχεί στη θερμοκρασία αποδιάταξης του πλασμιδιακού DNA των βακτηρίων. 
Οι υπόλοιπες κορυφές αντιστοιχούν σε διαφορετικές θερμοκρασίες αποδιάταξης οι οποίες αναφέρονται 
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3.3 Εκτίμηση του πληθυσμού των βακτηρίων στις πιλοτικές 
βιοκλίνες με την χρήση q-PCR 
Ο πληθυσμός των βακτηρίων στα δείγματα βιομίγματος που συλλέχθηκαν από τις 
πέντε πιλοτικές βιοκλίνες πριν και μετά από την 150ήμερη λειτουργία τους από 3 
διαφορετικά βάθη παρουσιάζεται ως αριθμός αντιγράφων του 16S rRNA γονιδίου. 
Για να διαπιστωθεί η επίδραση διαφορετικών παραγόντων στον πληθυσμό των 
βακτηρίων τα δεδομένα αναλύθηκαν με διαφορετικές προσεγγίσεις που 
παρουσιάζονται παρακάτω: 
Προσέγγιση 1: Πως μεταβάλλεται ο πληθυσμός των βακτηρίων στο βιομίγμα των 
διαφορετικών πιλοτικών βιοκλινών ύστερα από την 5μηνη εφαρμογή υγρών 
αποβλήτων επιβαρυμένων με γεωργικά φάρμακα; Για να απαντηθεί αυτό το 
ερώτημα έγινε ανάλυση παραλλακτικότητας μια μεταβλητής (χρόνος) όπου 
συγκρίθηκαν οι βακτηριακοί πληθυσμοί στις βιοκλίνες πριν την έναρξη λειτουργίας 
των βιοκλινών και με την ολοκλήρωση της λειτουργίας τους. Η στατιστική ανάλυση 
έδειξε ότι η εφαρμογή των διαφόρων γεωργικών φαρμάκων στις 5 πιλοτικές 
βιοκλίνες οδήγησε σε διαφορετικές μεταβολές (Πίνακας 3.1.).  
Βιοκλίνη (γ.φ. που εφαρμόστηκαν) Πιθανότητα 
1 (ΟΡΡ+ΙΜΖ) 0,020* 
2 (DPA+IMZ) 0,109 
3 (TBZ+OPP) 0,005** 
4 (DPA+IMZ) 0,002** 
5 (TBZ+OPP) 0,519 
Πίνακας 3.1 Τα αποτελέσματα της ανάλυσης παραλλακτικότητας μίας μεταβλητής ώστε να διαπιστωθεί 
η επίδραση του χρόνου δειγματοληψίας (πριν ή μετά την ολοκλήρωση της λειτουργίας των πιλοτικών 
βιοκλινών)  στο βακτηριακό πληθυσμό στις βιοκλίνες 
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Διάγραμμα 3.1 Οι μεταβολές στο πληθυσμό των βακτηρίων στις πέντε πιλοτικές βιοκλίνες όπως 
προσδιορίστηκε με q-PCR ανάλυση των αντιγράφων του 16S rRNA γονιδίου πριν και μετά την εφαρμογή 
των γεωργικών φαρμάκων. Κάθε τιμή αντιστοιχεί στο μέσο όρο των τριών επαναλήψεων για κάθε 
ορίζοντα ± την τυπική απόκλιση. 
Συγκεκριμένα, στις πιλοτικές βιοκλίνες 2 και 5 η 150ήμερη εφαρμογή των 
γεωργικών φαρμάκων δεν προκάλεσε σημαντικές μεταβολές στο πληθυσμό των 
βακτηρίων ανεξάρτητα από το βάθος του ορίζοντα από το οποίο συλλέχθηκαν τα 
δείγματα εντός των βιοκλινών. Αυτό σημαίνει ότι ο συνδυασμός των γεωργικών 
φαρμάκων DPA + IMZ, ΤΒΖ + OPP δεν μεταβάλει σημαντικά τον πληθυσμό των 
βακτηρίων στο βιομίγμα των βιοκλινών 2 και 5 αντίστοιχα. Αντίθετα στις βιοκλίνες 
1,3 και 4 παρατηρήθηκε σημαντική αύξηση (p<0.05) του πληθυσμού των βακτηρίων 
στο τέλος της λειτουργίας των βιοκλινών σε σχέση με τους πληθυσμούς που 
καταγράφηκαν στο βιομίγμα πριν την εφαρμογή των γεωργικών φαρμάκων. 
Επομένως, στις βιοκλίνες 1,3 και 4 η εφαρμογή αποβλήτων που περιείχαν τα OPP + 
IMZ (βιοκλίνη 1) ή TBZ + OPP (βιοκλίνη 3) ή DPA + IMZ (βιοκλίνη 4) αντίστοιχα 
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Προσέγγιση 2: Το δεύτερο ερώτημα που θέλαμε να απαντήσουμε ήταν πως 
μεταβάλλεται ο βακτηριακός πληθυσμός ως προς το βάθος των βιοκλινών αλλά και 
ως προς το είδος των μεταχειρίσεων που δέχτηκαν οι βιοκλίνες κατά την διάρκεια 
της λειτουργίας τους. Από την ανάλυση παραλλακτικότητας δύο μεταβλητών στα 
δεδομένα προέκυψε ότι τόσο το βάθος όσο και οι μεταχειρίσεις που δέχτηκαν οι 
βιοκλίνες ως κύριοι παράγοντες καθώς επίσης και η αλληλεπίδρασή τους 




Βάθος x Βιοκλίνη 0.023* 
Πίνακας 3.2. Τα αποτελέσματα της ανάλυσης παραλλακτικότητας δύο μεταβλητών ώστε να 
διαπιστωθεί η επίδραση του βάθους συλλογής των δειγμάτων από τις πιλοτικές βιοκλίνες και των 
μεταχειρίσεων που δέχτηκαν οι πιλοτικές βιοκλίνες στο βακτηριακό πληθυσμό. 
Περαιτέρω ανάλυση εστίασε στην επίδραση του βάθους σε κάθε βιοκλίνη. 
Εφαρμογή ανάλυσης παραλλακτικότητας μιας μεταβλητής έδειξε ότι το βάθος ως 
κύριος παράγοντας δεν προκαλεί σημαντικές μεταβολές στον βακτηριακό 
πληθυσμό των πιλοτικών βιοκλινών 2, 3, 4 και 5 (Πίνακας 3.3.). Αντίθετα στην 
βιοκλίνη 1 το βάθος φαίνεται να επηρεάζει σημαντικά (p=0.015) την κοινότητα των 
βακτηρίων με σημαντικά χαμηλότερο πληθυσμό βακτηρίων να καταγράφεται στον 
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1 (ΟΡΡ+ΙΜΖ) 0,015* 
2 (DPA+IMZ) 0,338 
3 (TBZ+OPP) 0,387 
4 (DPA+IMZ) 0,302 
5 (TBZ+OPP) 0,069 
Πίνακας 3.3 Η επίδραση του βάθους των βιοκλινών στον πληθυσμό των βακτηρίων μετά το πέρας 
της λειτουργίας τους όπως αποτυπώθηκε μετά από ανάλυση παραλλακτικότητας μιας μεταβλητής 
ως προς το βάθος για κάθε πιλοτική βιοκλίνη ξεχωριστά 
 
Διάγραμμα 3.2 Οι μεταβολές στον βακτηριακό πληθυσμό στα δείγματα που συλλέχθηκαν από τους 
τρεις διαφορετικούς ορίζοντες των πέντε πιλοτικών βιοκλινών με την ολοκλήρωση της λειτουργίας 
τους. Κάθε τιμή αντιστοιχεί στο μέσο όρο των τριών επαναλήψεων για κάθε ορίζοντα ± την τυπική 
απόκλιση. Το επίπεδο σημαντικότητας είναι το 5%. Η παρουσία ίδιων γραμμάτων επάνω από τα βάθη 
σε κάθε βιοκλίνη δείχνουν ότι δεν υπάρχουν σημαντικές διαφορές μεταξύ του πληθυσμού των 
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Προσέγγιση 3: Το επόμενο ερώτημα που θέλαμε να απαντήσουμε ήταν πως το 
βάθος των βιοκλινών και η εφαρμογή ή όχι βιολογικού εμπλουτισμού (βιοκλίνες 2 
και 4 vs βιοκλίνες 3 και 5 αντίστοιχα) επηρεάζει τον πληθυσμό των βακτηρίων.  Από 
την στατιστική ανάλυση των αποτελεσμάτων με ανάλυση παραλλακτικότητας δύο 
μεταβλητών αρχικά για το ζευγάρι πιλοτικών βιοκλινών 2 vs 4 παρατηρήθηκε ότι 
κανένας από τους κύριους παράγοντες αλλά και η αλληλεπίδραση τους δεν 
προκάλεσαν σημαντικές μεταβολές στους πληθυσμούς των βακτηρίων στα 
δείγματα που συλλέχθηκαν στο τέλος της λειτουργίας των πιλοτικών βιοκλινών 




Βάθος x Βιοεμπλουτισμός 0.812 
Πίνακας 3.4. Τα αποτελέσματα από την ανάλυση παραλλακτικότητας δύο μεταβλητών όπου 
αξιολογήθηκε η επίδραση του βάθους και του βιοεμπλουτισμού ως κύριοι παράγοντες καθώς και 
η αλληλεπίδραση τους στον πληθυσμό των βακτηρίων στις βιοκλίνες 2 και 4 που δέχτηκαν την 




Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly




Διάγραμμα 3.3 Οι μεταβολές στον βακτηριακό πληθυσμό των βιοκλινών 2 και 4 που δέχτηκαν 
εφαρμογή DPA και ΙΜΖ με την παράλληλη εφαρμογή βιοεμπλουτισμού μόνο στην βιοκλίνη 2. Κάθε τιμή 
αντιστοιχεί στο μέσο όρο των τριών επαναλήψεων για κάθε ορίζοντα ± την τυπική απόκλιση. Το επίπεδο 
σημαντικότητας είναι το 5%. Η παρουσία ίδιων γραμμάτων επάνω από τα βάθη δείχνουν ότι δεν 
υπάρχουν σημαντικές διαφορές μεταξύ του πληθυσμού των βακτηρίων για το κάθε ορίζοντα στις δύο 
πιλοτικές βιοκλίνες. 
Αντίθετα για το ζευγάρι πιλοτικών βιοκλινών 3 και 5 παρατηρήθηκε σημαντική 
επίδραση τόσο του βάθους όσο και του βιοεμπλουτισμού στον πληθυσμό των 
βακτηρίων (Πίνακας 3.5). Ανεξάρτητα από το βάθος η εφαρμογή βιοεμπλουτισμού 
στην βιοκλίνη 5 οδήγησε σε σημαντική μείωση του βακτηριακού πληθυσμού σε 
σχέση με την βιοκλίνη 3 που δέχτηκε εφαρμογή των ίδιων μυκητοκτόνων (ΤΒΖ+ΟΡΡ) 
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Βάθος x Βιοεμπλουτισμός 0.505 
Πίνακας 3.5 Τα αποτελέσματα από την ανάλυση παραλλακτικότητας δύο μεταβλητών όπου 
αξιολογήθηκε η επίδραση του βάθους και του βιοεμπλουτισμού ως κύριοι παράγοντες καθώς και η 
αλληλεπίδραση τους στον πληθυσμό των βακτηρίων στις πιλοτικές βιοκλίνες 3 και 5 που δέχτηκαν 
την εφαρμογή DPA και IMZ ενώ στην βιοκλίνη 5 εφαρμόστηκε και βιοεμπλουτισμός. 
 
Διάγραμμα 3.4 Οι μεταβολές στον βακτηριακό πληθυσμό των βιοκλινών 3 και 5 που δέχτηκαν 
εφαρμογή ΤΒΖ και ΟΡΡ με την παράλληλη εφαρμογή βιοεμπλουτισμού μόνο στην βιοκλίνη 5. Κάθε τιμή 
αντιστοιχεί στο μέσο όρο των τριών επαναλήψεων για κάθε ορίζοντα ± την τυπική απόκλιση. Το επίπεδο 
σημαντικότητας είναι το 5%. Η παρουσία ίδιων γραμμάτων επάνω από τα βάθη δείχνουν ότι δεν 
υπάρχουν σημαντικές διαφορές μεταξύ του πληθυσμού των βακτηρίων για το κάθε ορίζοντα στις δύο 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 4: ΣΥΖΗΤΗΣΗ   
Στα πλαίσια της παρούσας εργασίας πραγματοποιήθηκε πείραμα για να 
αξιολογηθεί με χρήση της PCR πραγματικού χρόνου η μεταβολή των πληθυσμών 
των βακτηρίων σε συστήματα πιλοτικών βιοκλινών που χρησιμοποιούνται για την 
επεξεργασία αποβλήτων από συσκευαστήρια φρούτων. Η χρήση της q-PCR για την 
εκτίμηση του πληθυσμού βακτηρίων, μυκήτων αλλά και λοιπών επιλεγμένων 
βακτηριακών ομάδων όπως ακτινοβακτήρια, firmicutes , α-, β- και γ-proteobacteria 
στο έδαφος έχει χρησιμοποιηθεί εκτεταμένα τα τελευταία έτη (Fierer et al, 2005; 
Petric et al, 2011).  Μόλις πρόσφατα ξεκίνησε η διαδικασία πιστοποίησης σε 
επίπεδο ISO για την χρήση της q-PCR ως εργαλείο για την εκτίμηση της βακτηριακής 
βιομάζας στο έδαφος (Karpouzas et al, 2014).  
Παρότι η αποτελεσματικότητα των συστημάτων των βιοκλινών στηρίζεται στην 
αυξημένη καταβολική ικανότητα των μικροοργανισμών που υπάρχουν στο 
εσωτερικό τους, η συγκεκριμένη μεθοδολογία δεν έχει χρησιμοποιηθεί ως σήμερα 
για την εκτίμηση των μεταβολών στους πληθυσμούς των βασικών μικροβιακών 
ομάδων. Έτσι, ελάχιστα είναι γνωστά για την μικροβιολογία των συστημάτων 
αυτών. Τα δεδομένα από την παρούσα εργασία αναλύθηκαν με τρεις διαφορετικές 
προσεγγίσεις ώστε να αναδείξουν πιθανές επιδράσεις διαφόρων παραγόντων στην 
αφθονία των βακτηρίων στο εσωτερικό των βιοκλινών. Αρχικά αξιολογήθηκε η 
επίδραση της 150ήμερης καθημερινής εφαρμογής υγρών αποβλήτων που περιείχαν 
διαφορετικά μίγματα γεωργικών φαρμάκων στους βακτηριακούς πληθυσμούς εντός 
των βιοκλινών. Τα αποτελέσματα έδειξαν ότι στις βιοκλίνες που δέχτηκαν 
εφαρμογή OPP+IMZ (βιοκλίνη 1) ή ΟΡΡ+ΤΒΖ (βιοκλίνη 3) ή DPA+IMZ  (βιοκλίνη 4) 
παρατηρήθηκε σημαντική αύξηση του βακτηριακού πληθυσμού στο τέλος της 
λειτουργίας των βιοκλινών σε σύγκριση με αντίστοιχες βιοκλίνες που δέχτηκαν τις 
ίδιες μεταχειρίσεις (βιοκλίνες 5 και 2) όπου δεν παρατηρήθηκε καμία διαφορά σε 
σχέση με τον βακτηριακό πληθυσμό του βιομίγματος πριν την εφαρμογή των 
φαρμάκων. Η διαφοροποίηση αυτή ενδεχομένως να οφείλεται στο βιοεμπλουτισμό 
που δέχτηκαν οι δύο τελευταίες βιοκλίνες ο οποίος πιθανό να οδήγησε σε αυξημένο 
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ανταγωνισμό με την ενδογενή μικροβιακή κοινότητα και συνολική μείωση του 
βακτηριακού πληθυσμού σε βάθος χρόνου.  
Σε δεύτερο επίπεδο μελετήθηκε η επίδραση παραγόντων όπως το βάθος στο 
εσωτερικό των βιοκλινών αλλά και το είδος της μεταχείρισης που δέχτηκε η κάθε 
πιλοτική βιοκλίνη στο πληθυσμό των βακτηρίων. Γενικότερα και οι δύο παράγοντες 
έδειξαν σημαντική επίδραση στην αφθονία των βακτηριών. Περαιτέρω ανάλυση 
των δεδομένων ως προς την επίδραση του βάθους σε κάθε βιοκλίνη έδειξε ότι μόνο 
στην βιοκλίνη 1 που είχε δεχτεί εφαρμογή των μυκητοκτόνων ΟΡΡ+ΙΜΖ 
καταγράφηκε σημαντική μείωση του πληθυσμού των βακτηρίων στην ζώνη 20-
40cm σε σχέση με τον βαθύτερο αλλά και το πιο επιφανειακό ορίζοντα. Η 
σημαντική αυτή μείωση μπορεί να οφείλεται στην μετακίνηση και συσσώρευση 
συγκεντρώσεων των δύο μυκητοκτόνων στον συγκεκριμένο ορίζοντα της βιοκλίνης 
1 προκαλώντας σημαντική μείωση στο συνολικό βακτηριακό πληθυσμό. 
Παράλληλες μετρήσεις που πραγματοποιήθηκαν στις βιοκλίνες από τον υποψήφιο 
διδάκτορα Παναγιώτη Καρά και δεν αποτελούν τμήμα της παρούσας εργασίας 
έδειξαν ότι οι υψηλότερες συγκεντρώσεις του ΟΡΡ ανιχνεύθηκαν στον ορίζοντα 20-
40 cm της βιοκλίνης 1 (2,7 μg/g) σε αντίθεση με το ΙΜΖ που δεν μετακινήθηκε 
ιδιαίτερα και οι υψηλότερες συγκεντρώσεις του ανιχνεύθηκαν στον επιφανειακό 
ορίζοντα. Τα συγκεκριμένα αποτελέσματα αποτελούν πρώτη ένδειξη για συσχέτιση 
της συγκέντρωσης του ΟΡΡ στον ενδιάμεσο ορίζοντα της βιοκλίνης 1 με μείωση του 
βακτηριακού πληθυσμού. Παρόλα αυτά ανάλογες μετρήσεις στην βιοκλίνη 3 
έδειξαν ότι υψηλότερες συγκεντρώσεις του ΟΡΡ (13.4 μg/g) ανιχνεύθηκαν στον 
ορίζοντα 20-40 cm χωρίς όμως να παρατηρηθούν ανάλογες μειώσεις στους 
πληθυσμούς των βακτηρίων. Αυτό καταδεικνύει την αλληλεπίδραση και άλλων 
παραγόντων που καθορίζουν το αποτέλεσμα της επίδρασης στο βακτηριακό 
πληθυσμό.  
Τέλος αξιολογήθηκε η επίδραση του βιοεμπλουτισμού που εφαρμόστηκε με την 
έναρξη της λειτουργίας τους στις βιοκλίνες 2 και 5 που συγκρίθηκαν ως προς την 
αφθονία των βακτηρίων τους με τις βιοκλίνες 4 και 3 που δέχτηκαν εφαρμογή των 
ίδιων γεωργικών φαρμάκων αλλά χωρίς βιοεμπλουτισμό. Γενικότερα η εφαρμογή 
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βιοεμπλουτισμού οδήγησε σε μείωση του βακτηριακού πληθυσμού μόνο στην 
βιοκλίνη 5 σε σχέση με την βιοκλίνη 3 που δεν δέχτηκε βιοεμπλουτισμό. Όπως 
αναφέρθηκε και παραπάνω η προσθήκη μικροοργανισμών με εξειδικευμένες 
καταβολικές ικανότητες στην βιοκλίνη 5 είναι δυνατό να οδήγησε σε μείωση του 
βακτηριακού πληθυσμού σε βάθος χρόνου λόγω ανταγωνισμού των εξωγενώς 
εμβολιαζόμενων βακτηρίων με την ενδογενή μικροβιακή κοινότητα.  
Σήμερα λίγα είναι γνωστά για την μικροβιολογία των συστημάτων βιοκλινών. Η 
γνώση που υπάρχει έως σήμερα προέρχεται από μετρήσεις σε συστήματα 
βιοκλινών που έχουν χρησιμοποιηθεί για την αποτοξικοποίηση αποβλήτων που 
προκύπτουν στον αγρό κατά το πλύσιμο, άδειασμα ή γέμισμα του ψεκαστήρα. 
Ελάχιστα όμως είναι γνωστά για την συμπεριφορά των μικροοργανισμών, που 
αποτελούν την μικροβιακή κοινότητα των βιοκλινών, στην έκθεση τους στα 
απόβλητα από συσκευαστήρια φρούτων που περιέχουν ιδιαίτερα ανθεκτικά στην 
αποδόμηση και υπολειμματικά μυκητοκτόνα. Προηγούμενες μελέτες έχουν δείξει 
ότι τα μυκητοκτόνα αναμένεται να έχουν σημαντικότερες επιδράσεις στην 
μικροβιακή κοινότητα του εδάφους σε σχέση με εντομοκτόνα ή ζιζανιοκτόνα λόγω 
της ιδιαίτερα πιθανής άμεσης τοξικότητας τους στους μύκητες του εδάφους που 
αποτελούν μικροοργανισμούς στόχους (Imfeld and Vuillemier, 2012). Σύμφωνα με 
τους Coppola et al (2011) η εφαρμογή μίγματος μυκητοκτόνων σε βιοκλίνες 
οδήγησαν σε σημαντική αύξηση του πληθυσμού των βακτηρίων σε αντίθεση με 
τους μύκητες οι οποίοι μειώθηκαν. Παρόλα αυτά η μείωση αυτή ήταν παροδική και 
τα επίπεδα των πληθυσμών των δύο ομάδων μικροοργανισμών επανήλθαν στα ίδια 
με την πάροδο του χρόνου.  
Συνολικά τα αποτελέσματα της συγκεκριμένης εργασίας δείχνουν ότι ο πληθυσμός 
των βακτηρίων στις βιοκλίνες επηρεάζεται από πλήθος διαφορετικών παραγόντων 
που αλληλεπιδρούν μεταξύ τους. Μεταξύ αυτών η σύσταση των υγρών αποβλήτων 
που δέχονται οι βιοκλίνες (δηλαδή τα γεωργικά φάρμακα που περιέχουν) και η 
εφαρμογή ή όχι βιολογικού εμπλουτισμού για την βελτιστοποίηση της 
αποδομητικής ικανότητας των βιοκλινών φαίνεται ότι επηρέασαν λιγότερο ή 
περισσότερο τον πληθυσμό των βακτηρίων στο εσωτερικό των βιοκλινών. 
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Παράλληλες μελέτες στα ίδια δείγματα ερευνούν τους πληθυσμούς των μυκήτων 
αλλά και άλλων σημαντικών βακτηριακών ομάδων ώστε να παρέχουν περισσότερες 
πληροφορίες για την μικροβιακή χλωρίδα συστημάτων βιοκλινών που 
χρησιμοποιούνται για την αποτοξικοποίηση υγρών αποβλήτων από τα 
συσκευαστήρια φρούτων και περιέχουν υψηλές συγκεντρώσεις μυκητοκτόνων και 
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